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I POVZETEK 
Ubikvitin-proteasomski kompleks v evkariontskih celicah je odgovoren za razgradnjo 
znotrajceličnih proteinov in posledično za vzdrževanje homeostaze ter nemoteno delovanje 
celic. Poleg konstitutivnega proteasoma, ki se nahaja v vseh celicah, poznamo še 
imunoproteasom, ki ga najdemo v celicah imunskega izvora. Le ta nastane pri vnetju in 
drugih stresnih imunskih odzivih. Kot terapevtsko tarčo ga uporabljajo pri zdravljenju 
vnetnih, rakavih, avtoimunih in nevrodegenerativnih boleznih. Večina zaviralcev, ki se 
uporabljajo za zdravljenje, ali so v postopku kliničnega preizkušanja, je neselektivnih, kar 
je tudi glavni vzrok za številne neželene učinke. Razvoj gre v smeri selektivnih zaviralcev 
β5i podenote imunoproteasoma, saj bi s tem zmanjšali pojav neželenih učinkov. To je bil 
tudi namen magistrske naloge. 
Na osnovni skelet substituiranega piperidina smo pripeli benzil karbamatno zaščito, da smo 
v drugi stopnji lahko selektivno odstranili t-butiloksikarbonilno zaščitno skupino s 
sekundarne aminske skupine. Nato smo na prosti aminski skupini tvorili amid s pomočjo 
sklopitvenih reagentov. Pri odstranjevanju benzil karbamatne zaščitne skupine s 
katalitskim hidrogeniranjem so bile izgube prevelike, zato smo ostale spojine sintetizirali 
drugače. Namesto pripenjanja akriloil klorida na piperidinsko aminsko skupino v zadnji 
stopnji, smo to naredili najprej. Nato smo odstranili t-butiloksikarbonilno zaščito. Sledila je 
sinteza amida oziroma amina s pomočjo sklopitvenih reagentov. Na prosto aminsko 
skupino smo pripeli karboksilno kislino, ki smo jo aktivirali s pomočjo sklopitvenega 
reagenta 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimida (EDC). Dodali smo tudi 
hidroksibenzotriazol (HOBT), da bi zmanjšali verjetnost nastanka stranskih produktov in 
racemizacije. Tako smo dobili amidne derivate. Za sintezo aminskih derivatov smo 
uporabili reakcijo reduktivnega aminiranja. Prosto aminsko skupino smo pretvorili v imin 
in ga reducirali s pomočjo natrijevega acetoksiborohidrata (NaBH(OAc)3). Reakcija je 
potekala v inertni argonovi atmosferi. Dobili smo sekundarne aminske derivate, ki so po 
oroševanju z ninhidrinom povzročili obarvanje lis na ploščicah TLC (tankoplastne 
kromatografije).  
Uspešno smo sintetizirali devet končnih spojin, ki smo jih biokemijsko ovrednotili z 
merjenjem rezidualne aktivnosti encima v prisotnosti zaviralcev in izračunali IC50. Dve 
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izmed njih sta mikromolarna zaviralca imunoproteasoma, vendar imata neselektivno 
delovanje – poleg β5i enote verjetno reverzibilno zavirata še β5, β1i in β1 podenoto.  
Ključne besede: imunoproteasom, zaviralci, kompleks ubikvitin-proteasom, 
amino(metil)piperidin, β5i podenota 
II ABSTRACT 
Ubiquitin-proteasome system in eukaryotic cells is the main system for degradation of 
intracellular proteins and consequently for maintaining homeostasis and cell activity. In 
addition to the constitutive proteasome 26S, which is present in all cell types, the 
immunoproteasome is found mainly in cells of immune origin. Expression of 
immunoproteasome is induced when inflammation and other stressful situations occur. It is 
used as a therapeutic target for treatment of inflammatory, cancerous, autoimmune and 
neurodegenerative diseases. Most inhibitors used for treatment, or undergoing a clinical 
trial, are non-selective, which is the main reason they cause many side effect. Accordingly, 
development is oriented in the direction of finding inhibitors selective for the β5i subunit, 
which would reduce the occurrence of side effect. This was also our main goal of the work 
for the master's thesis. 
Benzyl carbamate protection was attached to the backbone of the substituted piperidine so 
that the t-butyloxycarbonyl protecting group could be removed from the secondary amine 
group in the second step. The amide was then formed on the free amine group using 
coupling reagents. The other compounds were then synthesized differently, because the 
losses in the removal of the benzyl carbamate protecting group by catalytic hydrogenation 
were excessive. Instead of attaching acryloyl chloride to the piperidine amine group in the 
last step, we did so first. The t-butyloxycarbonyl protection was then removed. The 
synthesis of amide or amine with the help of coupling reagents followed. A carboxylic acid 
was attached to the free amine group, which was activated by coupling reagent 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC). We also added Hydroxybenzotriazole 
(HOBT) to reduce the likelihood of by-product formation and racemization. Thus we 
obtained amide derivatives. A reductive amination reaction was used for the synthesis of 
amine derivatives. The free amine group was converted to the imine and reduced with 
sodium acetoxyborohydrate (NaBH(OAc)3). The reaction took place in an inert argon 
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atmosphere. Secondary amine derivatives were stained with ninhydrin on TLC (amides 
were not). 
Nine final compounds were successfully synthesized and biochemically evaluated. We 
measured residual activity of enzyme in the presence of inhibitor and calculated IC50. Two 
of them are micromolar immunoproteasome inhibitors. Unfortunately they are non-
selective – in addition to the β5i subunit, they probably reversibly inhibit β5, β1i and β1 
subunits.  
Key words: immunoproteasome, inhibitors, ubiquitin-proteasome system,  
amino(methyl)piperidine, β5i subunit 
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III SEZNAM UPORABLJENIH OKRAJŠAV 
AK aminokislina 
Ala alanin 
ATR oslabljena popolna odbojnost (attenuated total 
reflectance) 
Boc t-butiloksikarbonilna zaščitna skupina 
Cbz benzil karbamatna zaščitna skupina 
d dublet 
dd dublet dubleta 
DIPEA N,N-diizopropiletilamin 
DMF dimetilformamid 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
ESI elektronrazprševalna ionizacija 
HOBT hidroksibenzotriazol 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
IC50 polovična zaviralna koncentracija 
IFN-γ interferon γ 
IL-2 interlevkin-2 
IR infrardeča spektroskopija 
J sklopitvena konstanta 
Leu levcin 
m multiplet 
MF mobilna faza 
MHC I poglavitni kompleks tkivne skladnosti (= major 
histocompatibility complex) 
MS masna spektrometrija 
NMR jedrska magnetna resonanca 
Phe fenilalanin 
q kvartet 
Rf retencijski faktor 
STAB natrijev triacetoksiborohidrid 
X 
 
t triplet 
TLC tankoplastna kromatografija 
Trp triptofan 
Tt temperatura tališča 
Tyr tirozin 
UPS ubikvitin-proteasomski kompleks 
Val valin 
δ kemijski premik 
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1 UVOD 
1.1 SISTEM UBIKVITIN-PROTEASOM 
Razgradnja znotrajceličnih proteinov v evkariontskih celicah večinoma (80-90 %) 
poteka preko sistema ubikvitin-proteasom (UPS). To vključuje citosolne in jedrne proteine, 
kratko in dolgoživeče proteine, prav tako pa tudi nepravilno zvite, poškodovane in 
neuporabne proteine, za katerih razgradnjo je odgovoren proteasom. Razgradnja proteinov 
poteka v dveh korakih: prvi je specifična prepoznava substrata, do katere pride po 
ubikvitinaciji (označitev tarčnega proteina za razgradnjo). Pri tem se na tarčni protein v več 
zaporednih encimskih reakcijah veže ubikvitin. Za to so odgovorni ubikvitin-aktivirajoči 
encim (E1), ubikvitin-konjugirajoči encim (E2) in ubikvitin ligaza (E3). Tako vezane 
molekule ubikvitina so signal za razgradnjo v proteasomu. Razgradnja proteinov s 
sistemom ubikvitin-proteasom je shematsko prikazana na Sliki 1. Reakcija lahko poteka 
tudi v smeri odstranjevanja ubikvitina, za to je odgovoren encim deubikvitinaza (DUB). V 
drugem koraku tako označen protein prepoznajo ubikvitinski receptorji na regulatornem 
delu proteasoma in ga v jedrnem delu razgradijo (1,2). 
 
Slika 1: Encimska kaskada sistema ubikvitin-proteasom (prirejeno po 3) 
Nemoteno delovanje sistema je ključno za vzdrževanje homeostaze in drugih fizioloških 
procesov v celici, kot so apoptoza, celični cikel, imunski odziv in prevajanje signalov (2). 
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Povečana aktivnost proteasoma je bila neposredno povezana z napredovanjem določenih 
bolezni, kot so avtoimunske bolezni, infekcijske bolezni, vnetja, rakava obolenja in bolezni 
centralnega živčnega sistema. Zaviranje sistema UPS je tako postalo pomembna tarča pri 
razvoju učinkovin. Pri zaviranju delovanja proteasoma pride do kopičenja poškodovanih, 
nepravilno zvitih in neuporabnih proteinov. To za celico predstavlja velik stres in lahko 
vodi v apoptozo (1,4). 
1.2 STRUKTURA PROTEASOMA IN IMUNOPROTEASOMA 
Konstitutivni 26S proteasom je najpogostejša oblika 
proteasoma v evkariontskih celicah, ki se izraža v 
citosolu in jedru. Sestavlja ga 20S jedrni del in dva 
regulatorna dela 19S na obeh straneh, skupaj pa 
tvorijo obliko »sodčka«. To je shematsko prikazano 
na Sliki 2. 
Jedrni del je sestavljen iz 28 proteinov, ki so 
cilindrično  urejeni v 4 obroče. Zunanja dva α-
obroča sta sestavljena iz 7 različnih podenot α. Te 
so odgovorne za interakcijo z regulatornim delom 
proteasoma in regulirajo vstop substrata v 20S jedrni del. N-terminalni konci podenot α  
tvorijo vrata, skozi katera lahko prehajajo nepravilno zviti peptidi v notranji, katalitično 
aktivni del proteasoma. Notranja β-obroča sta sestavljena iz 7 različnih podenot β. 
Podenote jedrnega dela β1, β2 in β5 so katalitično aktivne – vsaka vsebuje treoninski 
ostanek v aktivnem mestu, ki je odgovoren za nukleofilni napad na peptidno vez. β1-
podenota ima kaspazi podobno katalitično aktivnost, β2-podenota tripsinu podobno 
aktivnost, β5-enota pa kimotripsinu podobno katalitično aktivnost (1,4,5,6). Regulatorni del 
je pomemben za vezavo proteinov in njihovo deubikvitinacija pred prenosom v jedro (7). 
Pri vnetju in drugih stresnih imunskih odzivih (npr. stimulacija celic s TNF-α ali IFN-γ) 
pride do zamenjave podenot β-obroča z učinkovitejšimi podenotami β1i (LMP2), β2i 
(MECL1), β5i (LMP7), regulatorni del 19S pa se zamenja z 11S, ki je sestavljen iz PA28α 
in PA28β. Tako spremenjen proteasom se imenuje imunoproteasom. Razlika v strukturi 
jedrnega dela med obema je shematsko prikazana na Sliki 3. Proteoliza v 
imunoproteasomu je učinkovitejša kot pri konstitutivnem proteasomu (1,5,8). Konstitutivni 
Slika 2: Struktura konstitutivnega 26S 
proteasoma (prirejeno po 7) 
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proteasom je prisoten v vseh evkariontskih celicah, medtem ko je imunoproteasom prisoten 
predvsem v celicah hematopoetskega izvora. V drugih celicah pa njegov nastanek povzroči 
imunski ali stresni odziv (TNF-α ali IFN-γ) (9).  
 
Slika 3: Struktura jedrnega dela proteasoma in imunoproteasoma (prirejeno po 1) 
Katalitične podenote imunoproteasoma so substratno specifične. β1i in β5i večinoma 
hidrolizirata peptide, ki so sestavljeni iz hidrofobnih aminokislin. Imunoproteasom zato 
proizvede več antigenskih peptidov s C-terminalnim hidrofobnim ostankom, ki jih potem 
lahko predstavi na molekulah MHC razreda I in na ta način povzroči imunski odziv. To je 
tudi najpomembnejša vloga imunoproteasoma (10). 
1.3 IMUNOPROTEASOM KOT TERAPEVTSKA TARČA   
1.3.1 VNETNE IN AVTOIMUNE BOLEZNI 
Imunoproteasomi nastajajo pod vplivom različnih citokinov, zato povečano količino 
imunoproteasomov povezujemo s kroničnim vnetjem in napredovanjem avtoimunosti (8). 
Povečana ekspresija imunoproteasoma je opažena pri vnetnih in avtoimunskih boleznih, 
kot so Crohnova bolezen, ulcerozni kolitis, hepatitis, multipla skleroza, revmatoidni artritis 
in sistemski eritematozni lupus (kronična avtoimunska bolezen vezivnega tkiva) (1). 
Imunoproteasom je ključen pri razgradnji proteinov in za njihovo predstavitev na 
molekulah MHC I za aktivacijo CD8+ T limfocitov. Prav tako je udeležen v regulaciji 
jedrnega dejavnika kapa B (NF-κB), ključnega dejavnika za transkripcijo genov, ki 
kodirajo provnetne citokine. Študije so pri poskusu na transgenih miših z vsemi tremi 
izbitimi geni katalitičnih podenot imunoproteasoma pokazale, da zmanjšana aktivnost 
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imunoproteasoma vodi do zmanjšane ekspresije na MHC I molekulah in zmanjšanega 
odziva CD8+ T (11). 
Pri poskusih na živalskih modelih, kjer so uporabili selektivni zaviralec ONX-0914 
podenote β5i (LMP7), so ugotovili, da preprečena predstavitev antigena na molekulah 
MCH I zavre proliferacijo in aktivacijo CD8+ T celic in Th17 celic, zato se posledično 
zmanjša nastajanje provnetnih citokinov. V nadaljnjih študijah so ugotovili, da lahko z 
aplikacijo tega zaviralca preprečijo nastanek in napredovanje številnih bolezni, kot so 
artritis, encefalomielitis, kolitis, multipla skleroza, kronični tiroiditis (Hashimotov 
tiroiditis) in drugih vnetnih bolezni (1,5).  
1.3.2 RAKAVE BOLEZNI  
Rakave celice zaradi hitre celične proliferacije, povečanega oksidativnega stresa in 
povišanih ravni citokinov v splošnem povezujemo z višjo proteasomsko aktivnostjo kot 
zdrave celice. Za zdravljenje multiplega mieloma, celičnega limfoma in drugih 
hematoloških tumorjev so na trgu že klinično preizkušena zdravila, kot so bortezomib, 
karfilzomib in iksazomib. Čeprav so začetni odzivi na zdravilo dobri, pa večina tumorjev 
pri pacientih sčasoma postane rezistentnih. Zmanjšana ekspresija imunoproteasoma kaže 
na dober odziv na zdravljenje, medtem ko se pri pacientih s ponovljeno boleznijo aktivnost 
imunoproteasoma ponovno zviša. Prav tako ta zdravila niso selektivna, ampak delujejo 
tako na proteasom kot imunoproteasom (12). V nedavnih raziskavah z nekovalentnimi 
zaviralci imunoproteasoma so z zaviralcem amidne strukture uspešno zavirali podenoti β1i 
in β5i imunoproteasoma v celicah multiplega mieloma človeka. Na ta način so zavirali tudi 
razgradnjo ubikvitiniranih proteinov in zaustavili celični cikel rakavih celic (13). V drugi 
raziskavi so ugotovili, da je selektivni zaviralec IPSI-001 na podenoti β1i učinkovito 
zaviral proliferacijo mieloma in pokazal potencial obvladovanja rezistence, tudi tiste, 
povzročene z bortezomibom (1). 
1.3.3 BOLEZNI CENTRALNEGA ŽIVČNEGA SISTEMA IN STARANJE 
Večina bolezni centralnega živčnega sistema je povezana s povečano količino 
proteinov v možganih zaradi neuravnoteženosti med sintezo in proteolizo proteinov. 
Študije so potrdile povečano ekspresijo podenot β1i in β5i imunoproteasoma na živalskih 
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Slika 4: Strukturna formula 
bortezomiba (1) 
modelih z Alzheimerjevo boleznijo, Huntingtonovo boleznijo in amiotrofično lateralno 
sklerozo (1,14).  
Prav tako se ekspresija imunoproteasoma s starostjo povečuje, kar lahko pripisujemo 
kroničnemu vnetju. Dolgo živeče vrste imajo višjo ekspresijo imunoproteasoma od kratko 
živečih vrst živali. Imunoproteasom igra ključno vlogo pri odstranjevanju zaradi oksidacije 
okvarjenih proteinov in ribosomskih produktov. To lahko pojasni povišano ekspresijo 
imunoproteasoma s staranjem, saj je to lahko eden od kompenzatornih mehanizmov 
premagovanja naraščanja oksidativnega stresa (14,15). 
1.4 ZAVIRALCI IMUNOPROTEASOMA 
1.4.1 NESELEKTIVNI ZAVIRALCI PROTEASOMA 
Neselektivni zaviralci hkrati zavirajo proteasom in imunoproteasom. Vsi zaviralci 
razen KZR-616, ki se trenutno uporabljajo za zdravljenje ali so v postopku kliničnega 
preizkušanja, so neselektivni, kar je tudi glavni vzrok za številne neželene učinke (1). 
1.4.1.1 BORTEZOMIB 
Bortezomib (Velclade) se od leta 2003 uporablja 
za zdravljenje multiplega mieloma in od 2006 naprej za 
zdravljenje plaščnoceličnega limfoma (1). Bortezomib je 
boronski dipeptid, ki reverzibilno zavira podenoto β5 in 
delno podenoto β2 proteasoma. Posredno zavre tudi NF-
kB signaliziranje, ki je ključno za preživetje in 
proliferacijo rakavih celic (16,17). V študiji s 5626 
pacienti z multiplim mielomom, ki prejemajo 
bortezomib, so ugotovili, da je bila bolezen dalj časa v mirovanju, njihova življenjska doba 
pa je bila glede na paciente, ki bortezomiba ne prejemajo, podaljšana. Poleg pozitivnih 
učinkov zdravljenja pa bortezomib povzroča tudi vrsto neželenih učinkov, kot so 
zmanjšano število nekaterih krvnih celic (trombocitopenija), periferno nevropatijo 
(mravljinčenje v rokah ali nogah), gastrointestinalne težave (zaprtje, diareja, slabost, 
bruhanje) in infekcije. Problem predstavlja tudi rezistenca na bortezomib, ki se pojavi 
zaradi različnih vzrokov. Prvi mehanizem rezistence je povezan s povečano ekspresijo 
proteasomskih podenot. Ob izpostavitvi bortezomibu je bila opažena povečana ekspresija 
6 
podenot β5 v celicah, ki so že pridobile rezistenco na bortezomib. Drug vzrok rezistence je 
povezan z mutacijo PSMB5 gena, ki kodira podenoto β5. V vezavnem žepu za bortezomib 
pride do spremembe AK, zato vezava bortezomiba v spremenjeno vezavno mesto ni 
možna. Tretji mehanizem rezistence predstavlja povečana ekspresija transporterjev, ki 
odstranjujejo zaviralec iz celice (8,16,18). 
1.4.1.2 KARFILZOMIB 
Karfilzomib (Kyprolis) je 
tetrapeptidni zaviralec proteasoma 
druge generacije s strukturo 
epoksiketona. FDA je učinkovino 
odobrila leta 2012 za zdravljenje 
multiplega mieloma. Na podenoti β5 in 
β5i se veže ireverzibilno in z večjo 
afiniteto od bortezomiba, tako da 
napade aktivno mesto Thr1 ostanka podenote β5. Karfilzomib inducira programirano 
celično smrt preko različnih mehanizmov. V študiji bolnikov z refraktarnim multiplim 
mielomom je bila smrtnost po jemanju karfilzomiba v primerjavi z bortezomibom 
signifikantno zmanjšana. Kljub temu pa se tudi pri tem zaviralcu pojavi težava z rezistenco 
(4,18). 
Oba zaviralca, tako bortezomib kot karfilzomib, sta neselektivna in hkrati zavirata 
proteasomsko in imunoproteasomsko podenoto β5. Posledično ima zaviranje obeh izoform 
številne neželene učinke, ki omejujejo aplikacijo tovrstnih učinkovin. Peptidna struktura 
predstavlja resno omejitev zaradi metabolizma in posledične nestabilnosti ter zmanjšane 
biološke uporabnosti. Za rešitev teh težav obstaja veliko različnih pristopov: sinteza 
reverzibilnih zaviralcev, sinteza selektivnih zaviralcev glede na razlike v aktivnih mestih 
β5 in β5i, sinteza visoko selektivnih in hidrolitično odpornih peptidnih in ne-peptidnih 
učinkovin (19). 
  
Slika 5: Strukturna formula karfilzomiba (1) 
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1.4.1.3 IKSAZOMIB 
Leta 2015 je bil s strani FDA (Food 
and Drug Administration) odobren tretji 
zaviralec proteasoma za zdravljenje 
refraktarnega multiplega mieloma. Iksazomib 
(Ninlaro) je prvi odobreni zaviralec 
proteasoma za peroralno uporabo. Apliciramo 
ga v obliki predzdravila, estra borove kisline, 
ki v vodnem okolju hitro hidrolizira in tvori aktivno obliko (19). Močno zavira le 
proteasomsko β5c, pri višjih odmerkih tudi β1c in β2c, ne pa imunoproteasomskih podenot 
(4). Žal ima tudi ta učinkovina veliko neželenih učinkov, kot so slabost, bruhanje, diareja, 
zaprtje, izpuščaji in trombocitopenija (16,18). 
1.4.1.4 OPROZOMIB, MARIZOMIB, DELANZOMIB 
Oprozomib, delanzomib in marizomib so 
učinkovine, ki so še v fazi preizkušanj. Oprozomib 
je epoksiketonski derivat, ki se aplicira peroralno, 
njegov učinek pa je v primerjavi z bortezomibom 
podaljšan. Prav tako kot karfilzomib ireverzibilno 
zavira podenoto β5, močneje na β5c kot β5i. 
Zaenkrat raziskave kažejo dober odziv tako pri na 
novo odkritem kot pri refraktarnem multiplem 
mielomu (16,18).  
Marizomib je prešel fazi I in II kliničnega testiranja 
za nekatere rakave bolezni. Trenutno je v III fazi testiranja 
novo diagnosticiranega multiformnega glioblastoma in je 
varnejši in učinkovitejši od primerljivih spojin. Je prvi 
naravno pridobljeni zaviralec proteasoma iz bakterije 
Salinosporamida tropica in edini nepeptidni zaviralec, ki je 
trenutno v kliničnih študijah. Strukturno je β-lakton. 
Ireverzibilno zavira konstitutivne podenote proteasoma. Je eden najmočnejših zaviralcev z 
IC50  ~ 3nM.  Za razliko od nekaterih drugih učinkovin, se pri marizomibu periferna 
Slika 6: Strukturna formula iksazomiba (1) 
Slika 7: Strukturna formula oprozomiba (1) 
 
Slika 8: Strukturna formula 
marizomiba (1) 
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nevropatija ne pojavlja. Prav tako je zaradi majhne in lipofilne strukture edini zaviralec 
proteasoma, ki lahko prehaja krvno možgansko bariero. Zaradi teh lastnosti predstavlja 
novo upanje za zdravljenje rakavih bolezni centralnega živčnega sistema, v kombinacijah 
pa nove terapevtske strategije pri zdravljenju solidnih tumorjev (4,16,18). 
Delanzomib je podoben bortezomibu, le da se 
aplicira peroralno. V fazah I in II kliničnih 
preizkušanj delanzomib ni signifikantno upočasnil 
napredovanja multiplega mieloma, zato so bile 
študije prekinjene. Možna bodo testiranja uporabe 
delanzomiba v kombinaciji z obstoječimi 
specifičnimi protitumornimi učinkovinami – 
mogoče bodo ta dala boljše rezultate. Zaradi neselektivnosti ima tudi delanzomib številne 
neželene učinke (18). 
IME STRUKTURA 
IC50 (nM) disociacija T1/2 
(min) 
APLIKACIJA 
β5 β1 β2 
Bortezomib boronat 2.4-7 24-74 1200-4200 110 IV 
Karfilzomib epoksiketon 6 2400 3600 ireverzibilno IV 
Iksazomib boronat 3.4 31 3500 18 PER OS 
Marizomib β-lakton 3.5 430 28 ireverzibilno IV 
Oprozomib epoksiketon 36 / / ireverzibilno PER OS 
 
Tabela I: Zaviralci proteasoma (povzeto po 16) 
  
1.4.2 SELEKTIVNI ZAVIRALCI IMUNOPROTEASOMA 
Zaradi hkratnega zaviranja večih aktivnih mest na proteasomu in imunoproteasomu 
je ključen razvoj selektivnih zaviralcev z manj neželenimi učinki za zdravljenje rakavih 
obolenj, imunskih bolezni in bolezni živčnega sistema (1). 
Substratna specifičnost med imunoproteasomom in proteasomom še vedno ni dobro 
raziskana. V glavnem imata oba podobni vezavni mesti za substrat, vendar obstajajo 
manjše razlike za vsak proteasom. Imunoproteasom bolje veže velike, hidrofobne ostanke 
aminokislin, kot je triptofan, medtem ko proteasom prednostno veže manjše, hidrofilne 
aminokislinske ostanke (20).  
Slika 9: Strukturna formula delanzomiba (1) 
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Vezavna mesta so sestavljena iz S 
žepov in P stranskih verig substrata 
(zaviralca) na obeh straneh glede na 
mesto cepitve (slika 7). β5i ima večji 
S1 vezavni žep kot β5c. Zaviralec z 
velikim AK ostankom na mestu P1 
(Tyr, Trp, Phe) bo zato β5i 
selektiven, spojina z majhnim 
hidrofobnim ostankom na mestu P1 (Ala, Val, Leu) pa bo β5c selektiven. Pri S3 vezavnem 
žepu je ravno obratno (1,21). 
Med vezavnima žepoma podenot β2c in β2i ni razlik, medtem ko je podenota β1i skrajšana 
za en AK ostanek v primerjavi z β1c, kar poveča hidrofobnost žepa S1 in zmanjša njegovo 
velikost. S3 žep pa je pri β1i manjši in bolj polaren kot pri podenoti β1c (21). 
1.4.2.1 ONX-0914 
ONX-0914 je prvi selektivni zaviralec 
imunoproteasoma, v svoji strukturi pa ima 
epoksiketon. ONX-0914 se na podenoto β5i 
veže s skoraj 10-krat večjo selektivnostjo kot 
do β5c. Predklinične študije so pokazale, da 
lahko ONX-0914 prepreči nastanek vnetnih 
citokinov IFN-γ in IL-2 in na ta način ublaži 
napredovanje revmatoidnega artritisa, prav 
tako pa je bil učinkovit tudi pri zdravljenju 
sistemskega lupusa eritematosusa z zaviranjem IFN-α in celic imunskega sistema (1). 
Preprečena predstavitev antigena na MCH I molekulah zavre proliferacijo in aktivacijo 
CD8+ T celic in Th17 celic, zato se posledično zmanjša produkcija provnetnih citokinov. 
V nadaljnjih študijah so ugotovili, da lahko z aplikacijo tega zaviralca preprečijo nastanek 
in napredovanje številnih bolezni, kot so artritis, encefalomielitis, kolitis, multipla 
skleroza, kronični tiroiditis (Hashimotov tiroiditis) in drugih vnetnih bolezni (5). Od 
predhodnikov (karfilzomib) se razlikuje tudi po tem, da je učinek dosežen pri veliko nižjih 
koncentracijah, ki so daleč pod mejo maksimalnega dovoljenega odmerka. Pri 
Slika 10: Substratno specifični žepi aktivnega mesta 
proteasoma (povzeto po 20) 
 
Slika 11: Strukturna formula ONX-0914 (1) 
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preprečevanju napredovanja bolezni je bil enako učinkovit kot bortezomib ali karfilzomib, 
z manjšo sistemsko toksičnostjo (14). 
1.4.2.2 PR-924 
PR-924 je prav tako α',β'-epoksiketonski 
β5i selektivni zaviralec z D-Ala na mestu P3 in 
rigidnim indenskim obročem na N-koncu. 
Trenutno je v fazi predkliničnih testiranj za 
zdravljenje multiplega mieloma. Selektivnost na 
β5i podenoto je skoraj 100-krat večja kot na β5c. 
V celicah multiplega mieloma zavira rast in 
spodbuja apoptozo, ne da bi pri tem poškodoval 
normalne, zdrave krvne celice (1). 
1.4.2.3 KZR-616 
KZR-616 je edini selektivni zaviralec 
imunoproteasoma, ki je prišel v fazo kliničnih 
študij. Razvit je bil na podlagi ONX-0914, ki 
ima IC50  ~ 39nM. Za razliko od zaviralcev 
proteasoma kot sta bortezomib in karfilzomib, 
KZR-616 zmanjša sproščanje vnetnih 
citokinov in izražanje MHC I molekul brez 
apoptoze celic. V primerjavi z ONX-0914 ima 
KZR-616 boljšo topnost in kaže večjo učinkovitost pri mišjih modelih s povzročenim 
artritisom. Trenutno je v fazi kliničnih testiranj za zdravljenje avtoimunih bolezni (16). 
  
IME STRUKTURA 
IC50 (nM) 
β5i β5 β1i β1 β2i β2 
ONX-0914 epoksiketon 39 422 287 >12700 902 927 
KZR-616 epoksiketon 39 688 131 >10600 623 604 
 
Tabela II: Selektivni imunoproteasomski zaviralci (povzeto po 16) 
  
Slika 12: Strukturna formula PR-924 (1) 
Slika 13: Strukturna formula KZR-616 (1) 
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2 NAMEN IN NAČRT DELA 
Namen magistrske naloge je sintetizirati serijo selektivnih zaviralcev aktivnega 
mesta podenote β5i imunoproteasoma, pri katerih bomo spremenili položaj vezanih 
substituentov na primarni in sekundarni aminski skupini amino(metil)piperidina, glede na 
že pripravljene spojine. S selektivnostjo na imunoproteasomsko podenoto bomo zmanjšali 
pojav neželenih učinkov, ki so prisotni pri obstoječih neselektivnih učinkovinah. 
Osredotočili se bomo na derivate amino(metil)piperidina, pripravili pa bomo tudi derivat 
piperazina.  
Naša delovna hipoteza je bila:  
Z zamenjavo mesta vezave obeh substituentov na amino(metil)piperidinsko ogrodje lahko 
obdržimo ali celo izboljšamo jakost in selektivnost delovanja naših spojin na β5i-podenoto 
imunoproteasoma.  
Večina uveljavljenih zaviralcev imunoproteasoma ima peptidno strukturo, posledično so 
take molekule metabolno nestabilne oziroma slabo stabilne, biološka uporabnost je 
navadno nizka. Molekule želimo optimizirati z namenom izboljšanja fizikalno-kemijskih in 
posledično farmakokinetičnih lastnosti, saj bi s tem povečali biološko uporabnost, prav 
tako pa s selektivnostjo tudi zmanjšali neželene učinke. Pri že sintetiziranih spojinah je bilo 
ugotovljeno, da je za vezavo v S1 vezavni žep pomemben elektrofilni fragment. Pri naših 
spojinah to predstavlja akrilni fragment na aminski skupini piperidina, ki je »bojna« glava, 
odgovorna za vezavo s treoninom v aktivno mesto. Sprememba mesta vezave substituentov 
bi lahko vplivala na moč vezave v aktivno mesto imunoproteasoma, s tem pa tudi na 
učinkovitost zaviranja imunoproteasoma. 
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Slika 14: Poenostavljena shema amino(metil)piperidinskih derivatov 
Na osnovni skelet piperidina bomo na aminsko skupino vezali akriloil klorid, na 3 ali 4 
mesto piperidina pa bomo s sklopitvenimi reagenti pripeli karboksilno kislino 
(morfolinobenzojska kislina) oziroma z reduktivnim aminiranjem tvorili sekundarni amin z 
ustreznim aldehidom. 
 
 
 
 
 
Slika 15: Poenostavljena shema sinteze piperazinskega derivata 
 
Dobljene spojine bomo biokemijsko ovrednotili na izolirani β5i-podenoti na Fakulteti za 
farmacijo. Določili bomo rezidualno aktivnost, v primeru aktivnih spojin pa bomo določili 
še IC50 vrednost in selektivnost med različnimi podenotami.  
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3 MATERIALI IN METODE 
Za poimenovanje spojin, risanje struktur spojin in sinteznih shem smo uporabljali program 
ChemDraw Professional 17.0 proizvajalca PerkinElmer. Literaturo smo iskali v spletni 
bazi podatkov SciFinder.  
3.1 MATERIALI IN OPREMA 
Uporabljali smo reagente in topila proizvajalcev Sigma-Aldrich, Tokyo chemical industry 
(TCI), Merck, Kemika, Alkaloid, Maybridge in Acros Organics. Topila smo uporabljali 
brez predhodne priprave. 
Uporabljali smo standardno laboratorijsko opremo: Rotavaporja Büchi Rotavapor R-205 s 
črpalko Büchi Vac ® V-500 in Büchi Rotavapor R-114 s črpalko Vacuubrand PC 3001, 
tehtnico Kern EG220-3NM, analizno tehtnico Mettler Toledo AG245, UV detektor 
CAMAG UV-cabinet II (λ = 254 nm / 366 nm), magnetna mešala o IKA ® RCT basic 
IKAMAG in steklovino različnih proizvajalcev. 
3.2 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za identifikacijo spojin, spremljanje poteka 
reakcij, ekstrakcij in kolonske kromatografije. Prav tako smo s to metodo iskali primerno 
mobilno fazo za nadaljnje ločevanje s kolonsko kromatografijo. Kot stacionarno fazo smo 
uporabili plošče TLC Silica gel 60 F254 proizvajalca Merck z 0,20 mm nanosom silikagela 
na aluminijastem nosilcu z dodanim fluorescenčnim indikatorjem. Razvijali smo jih v 
različnih mobilnih fazah, najpogosteje je bila uporabljena kombinacija diklorometana in 
metanola ter čisti etilacetat. Za detekcijo spojin na kromatografskih ploščah smo 
uporabljali UV detektor pri valovni dolžini 254 nm in orositveni reagent ninhidrin. 
3.2.2 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje vmesnih in končnih spojin. 
Uporabljene kolone so bile različnih velikosti, odvisno od mase vzorca. Kot stacionarno 
fazo smo uporabili silikagel proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm. Kot 
mobilno fazo smo uporabili kombinacijo diklorometana in metanola v različnih razmerjih 
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in čisti etilacetat. Izbira MF je bila odvisna od lastnosti spojin, zato so omenjene pri 
reakcijah. Potek kolonske kromatografije smo spremljali s TLC.  
3.3 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.3.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H in 13C spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance III 400 na Fakulteti za 
farmacijo, Univerze v Ljubljani. Kot topilo smo uporabljali devterirano topilo CDCl3, kot 
interni standard pa je bil uporabljen tetrametilsilan (TMS). Za analizo spektrov smo 
uporabljali programa MestReC proizvajalca Mestrelab Research S. L. Kemijski premiki (δ) 
so podani v ppm, sklopitvene konstante (J) pa v Hz. 
3.3.2 Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrometru PerkinElmer Spectrum BX System FT-IR z 
uporabo ATR tehnike (»attenuated total reflectance« - oslabljena popolna odbojnost) na 
Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. 
3.3.3 Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre spojin smo posneli na spektrometru Advion expression CMLS z ESI 
tehniko. Masne spektre visoke ločljivosti (HR-MS) smo posneli na masnem spektrometru 
ExactiveTM Plus Orbitrap MassSpectrometer s tehniko ESI (ionizacija z razprševanjem v 
električnem polju, ang. Electrospray ionisation) na Fakulteti za farmacijo, Univerze v 
Ljubljani. 
3.4 DOLOČANJE TEMPERATURE TALIŠČA 
Temperaturo tališč smo določali čistim, trdnim končnim spojinam s Kofflerjevim 
mikroskopom z ogrevalno mizico proizvajalca Leica. 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 SINTEZA DERIVATOV 3-(AMINOMETIL)PIPERIDINA IN 4-
(AMINOMETIL)PIPERIDINA 
4.1.1 Sinteza amidnih derivatov 
4.1.1.1 Uvedba benzil karbamatne zaščitne skupine na aminsko skupino piperidina 
 
 
V prvo bučko smo zatehtali 500 mg (2,33 mmol, 1 ekv.) 3-Boc zaščitenega 3-
(aminometil)piperidina, v drugo pa enako količino 4-Boc zaščitenega 4-
(aminometil)piperidina. Nato smo obe izhodni spojini raztopili v 30 mL CH2Cl2. Dodali 
smo 0,4 mL benzil kloroformata (2,80 mmol, 1,2 ekv.) in 1 mL Et3N. Reakcijsko zmes 
smo nato mešali pri sobni temperaturi. Po 2 urah smo naredili TLC (MF = CH2Cl2:MeOH 
= 9:1). Ker reakcija ni potekla do konca, smo dodali še 0,1 mL benzil kloroformata in 
pustili mešati pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan smo zmes prenesli v lij ločnik, 
dopolnili do 50mL z CH2Cl2 in ekstrahirali z 10-odstotno raztopino citronske kisline (2 × 
30mL). Nato smo organsko fazo spirali še s 30 mL NaHCO3 in 30 mL NaCl. Organsko 
fazo smo sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. V 
primeru spojine 1 smo dobili tekočo viskozno spojino brez barve. Dodali smo 30 mL 
heksana, ker smo želeli izvesti prekristalizacijo. Tudi naša spojina (1) je topna v heksanu, 
zato prekristalizacija ni bila uspešna. V primeru spojine 2 smo dobili trdno spojino bele 
barve. 
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SPOJINA 1 
Ime: benzil 3-((Boc-amino)metil)piperidin-1-karboksilat (1)  
Molekulska formula / molekulska masa: C19H28N2O4 / 334,42  
Izgled: viskozna tekočina brez barve 
Izkoristek reakcije: m = 914 mg, 100 % (rezultat prisotnosti nečistot) 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,9 (EtOAc)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.19-1.26 (m, 1H, CH2), 1.43 (s, 10H, Boc, CH2), 1.66 
(m, 2H, CH2), 1.76-1.82 (m, 1H, CH2), 2.73-2.79 (t, 1H, J=11.2Hz, CH), 2.96-3.11 (m, 3H, 
CH2), 3.85-3.94 (m, 2H, CH2), 5.08-5.18 (m, 2H, CH2), 7.30-7.40 (m, 6H, Ar-H, NH) ppm  
MS (ESI+): m/z: 371.1 ([M+Na]+, 100 %) 
IR (cm-1): 3343, 2929, 2856, 2017, 1685, 1513, 1432, 1391, 1365, 1235, 1152, 1093, 
1039, 1002, 964, 914, 854, 733, 699, 605, 562 
 
SPOJINA 2 
Ime: benzil 4-((Boc-amino)metil)piperidin-1-karboksilat (2) 
Molekulska formula / molekulska masa: C19H28N2O4 / 334,42 
Izgled: trdna spojina bele barve 
Izkoristek reakcije: 733 mg, 99 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,9 (EtOAc) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.11-1.17 (m, 2H, CH2), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.67-1.70 
(m, 2H, CH2), 2.76 (s, 2H, CH2, CH), 3.01 (s, 2H, CH2), 4.19 (s, 2H, CH2), 4.60 (s, 1H, 
CH2), 5.12 (s, 2H, CH2-Ar), 7.31-7.39 (m, 6H, Ar-H, NH) ppm 
MS (ESI+): m/z: 371.1 ([M+Na]+, 100 %) 
IR (cm-1): 3370, 2978, 2940, 2915, 2844, 1710, 1678, 1526, 1471, 1430, 1389, 1350, 
1316, 1268, 1249, 1220, 1147, 1088, 1062, 1005, 978, 959, 938, 921, 907, 860, 830, 785, 
763, 746, 698, 630, 607, 565 
Tt: 86-87°C 
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4.1.1.2 Odstranitev t-butiloksikarbonilne zaščitne skupine 
 
 
Celotni količini spojine 1 (914 mg) in spojine 2 (773 mg), ki smo jo dobili v prejšnji 
reakciji, smo dodali 15mL CH2Cl2 in 3 mL CF3COOH. Po 1 uri smo vzorca nanesli na 
TLC, reakcija je uspešno potekla. Odparili smo organsko topilo. CF3COOH smo želeli 
odstraniti z dietiletrom, saj je v njem topna. V primeru spojine 4 je produkt izpadel, 
dietileter smo odlili. Spojina 3 pa je bila v dietiletru topna, zato smo le odparili topilo.  
 
SPOJINA 3 
Ime: benzil 3-(aminometil)piperidin-1-karboksilat (3) 
Molekulska formula / molekulska masa: C14H20N2O2 / 248,33  
Izgled: trdna spojina bele barve 
Izkoristek reakcije: m = 622 mg, 63 %  
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (EtOAc) – v obliki soli 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.31-1.35 (m, 1H, CH2), 1.48-1.52 (m, 1H, CH2), 1.61-
1.64 (m, 1H, CH), 1.82-1.86 (m, 1H, CH2), 2.00-2.01 (m, 1H, CH2), 2.80-2.81 (m, 1H, 
CH2), 2.96-3.03 (m, 2H, CH2), 3.26-3.28 (m, 1H, CH2), 3.66 (s, 1H, CH2), 3.79-3.83 (m, 
1H, CH2), 5.10 (s, 2H, CH2), 7.30-7.38 (m, 5H, CH), 7.77-7.78 (m, 3H, NH3
+) ppm 
MS (ESI+): m/z: 249.0 ([M+H]+, 100 %) 
IR (cm-1): 2944, 1778, 1666, 1578, 1528, 1476, 1444, 1351, 1266, 1151, 993, 950, 840, 
798, 725, 701, 604, 519 
Tt: 79-81°C 
 
SPOJINA 4 
Ime: benzil 4-(aminometil)piperidin-1-karboksilat (4) 
4 
3 1 
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Molekulska formula / molekulska masa: C14H20N2O2 / 248,33 
Izgled: viskozna tekočina brez barve 
Izkoristek reakcije: m = 659 mg, 79 %  
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (EtOAc) – v obliki soli 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.16-1.23 (m, 2H, CH2), 1.72-1.75 (m, 3H, CH2, CH), 
2.39 (s, 4H, CH2), 2.75-2.82 (m, 2H, CH2), 5.10 (s, 2H, CH2), 7.31-7.36 (m, 5H, Ar-H), 
7.91-7.92 (br s, 3H, NH3
+) ppm 
MS (ESI+): m/z: 249.0 ([M+H]+, 58 %) 
IR (cm-1): 2937, 1669, 1531, 1432, 1366, 1304, 1279, 1244, 1172, 1135, 1020, 952, 836, 
799, 722, 699, 599, 559 
 
4.1.1.3 Sinteza amida z uporabo sklopitvenih reagentov 
 
622 mg (1,72 mmol) spojine 3 smo raztopili v 30 mL CH2Cl2, 310 mg (0,86 mmol) spojine 
4 pa v 20 mL CH2Cl2. Dodali smo preračunane količine 4-morfolinobenzojske kisline (1 
ekv.), EDC (1,2 ekv.) in HOBT (1,2 ekv.). Na koncu smo raztopljeni zmesi dodali še 1mL 
DIPEA. Reakcija je potekala pri sobni temperaturi čez noč.  
Izolacija spojine 5: naslednji dan smo zmes prenesli v lij ločnik, dopolnili do 50 mL z 
CH2Cl2 in ekstrahirali z 10-odstotno raztopino citronske kisline (1 × 40 mL). Nato smo 
organsko fazo spirali še z 0,1M NaOH (1 × 30 mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in 
3 
4 
5 
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organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Dobili smo trden bel produkt. 
Želeli smo izvesti še čiščenje s kolono, ampak smo pri pripravi vzorca ugotovili, da 
produkt ni topen v metanolu. Zato smo poskušali narediti prekristalizacijo iz metanola, 
produkt je izpadel. Dobili smo čisto spojino.  
Izolacija spojine 6: naslednji dan smo zmes prenesli v lij ločnik, dopolnili do 50 mL z 
CH2Cl2 in ekstrahirali z 0,1M NaOH (1 × 30 mL). Nato smo organsko fazo spirali še z 
H2O (1 × 30 mL) in NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in organsko 
topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Nato smo izvedli še čiščenje s kolonsko 
kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili EtOAc. Po uparevanju topila 
smo dobili trdno spojino bež barve. Ker je bilo produkta za nadaljnje reakcije premalo, 
smo reakcijo ponovili.  
 
SPOJINA 5 
Ime: benzil 3-((4-morfolinobenzamido)metil)piperidin-1-karboksilat (5) 
Molekulska formula / molekulska masa: C25H31N3O4 / 437,54 
Izgled: trdna spojina bele barve 
Izkoristek reakcije: m = 196 mg, 26 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,48 (EtOAc) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.16-1.17 (m, 1H, CH2), 1.31-1.34 (m, 1H, CH2), 1.66-
1.73 (m, 3H, CH, CH2), 2.52 (m, 1H, CH2), 2.84 (m, 1H, CH2), 3.07-3.15 (m, 2H, CH2), 
3.21 (t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 3.74 (t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 3.85-3.89 (m, 1H, CH2), 3.98 (m, 
1H, CH2), 5.04 (s, 2H, CH2-Ar), 6.96 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H), 7.28 (m, 5H, Ar-H), 7.74 (d, 
2H, J=8.8Hz, Ar-H), 8.26 (t, 1H, J=5.2Hz, NH) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C25H32N3O4 ([M+H]
+): izračunano 438.2388, izmerjeno 438.2387  
IR (cm-1): 3365, 2917, 2850, 1693, 1630, 1506, 1452, 1434, 1367, 1366, 1350, 1305, 
1244, 1222, 1146, 1120, 1092, 1069, 1050, 1033, 1007, 984, 958, 930, 861, 825, 785, 764, 
749, 694, 659, 627, 607, 579, 558, 540, 505 
Tt: 127-129°C 
 
SPOJINA 6 
Ime: benzil 4-((4-morfolinobenzamido)metil)piperidin-1-karboksilat (6) 
Molekulska formula / molekulska masa: C25H31N3O4 / 437,54 
Izgled: spojina bež barve, konstitucija plastelina 
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Izkoristek reakcije: m = 66 mg (18 % - prva reakcija), 22 mg (5 % - ponovna reakcija) 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,57 (EtOAc) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.19-1.26 (m, 2H, CH2), 1.74-1.82 (m, 3H, CH2, CH), 
2.78 (m, 2H, CH2), 3.25 (t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 3.34 (m, 2H, CH2), 3.86 (t, 4H, J=4.8Hz, 
CH2), 4.21 (m, 2H, CH2), 5.12 (s, 2H, Ar-CH2), 6.06-6.13 (m, 1H, NH), 6.889 (d, 2H, 
J=8.8Hz, Ar-H), 7.30-7.36 (m, 5H, Ar-H), 7.69 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H)ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C25H32N3O4 ([M+H]
+): izračunano 438.2387, izmerjeno 438.2381 
IR (cm-1): 2990, 2884, 2846, 2683, 2652, 2610, 1695, 1602, 1567, 1514, 1469, 1451, 
1430, 1383, 1351, 1311, 1277, 1234, 1181, 1109, 1067, 1050, 1030, 978, 961, 937, 918, 
892, 857, 835, 798, 772, 718, 694, 650, 572, 520 
 
4.1.1.4 Odstranitev benzil karbamatne zaščitne skupine  
 
 
Celotni količini spojine 5 v bučki (196 mg, 0,448 mmol) in 6 (88 mg, 0,29 mmol) smo 
dodali 10mL brezvodnega metanola. Bučko in tudi njeno vsebino smo dobro prepihali z 
argonom s pomočjo igle in s tem zagotovili inertno atmosfero. Za tem smo hitro dodali še 
katalizator Pd/C (približno 10 mg), zatesnili reaktor in nastavili tlak in temperaturo oljne 
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kopeli. Reakcija je potekala približno 2 uri. Po dveh urah smo katalizator odfiltrirali in 
uparili pod znižanim tlakom. V obeh primerih smo dobili trdno belo spojino. Spojina 7 je 
bila dovolj čista, da smo z njo nadaljevali v naslednji korak. Spojina 8 je bila zelo nečista, 
zato zaradi majhne mase (46 mg) ni bilo smiselno izvajati čiščenja in nadaljnje sinteze. 
Sintezo smo izvedli po alternativni poti (točka 4.1.3.). 
 
SPOJINA 7 
Ime: 4-morfolino-N-(piperidin-3-il-metil)benzamid (7) 
Molekulska formula / molekulska masa: C17H25N3O2 / 303,41 
Izgled: trdna spojina bele barve 
Izkoristek reakcije: m = 141 mg, 100 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (EtOAc) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.18-1.27 (m, 1H, CH2), 1.45-1.53 (m, 1H, CH2), 1.71-
1.87 (m, 3H, CH2, NH), 2.59-2.66 (m, 1H, CH), 2.97-3.02 (m, 1H, CH2), 3.11 (m, 1H, 
CH2), 3.25 (m, 4H, CH2), 3.32-3.38 (m, 2H, CH2), 3.49 (s, 2H, CH2), 3.86 (m, 4H, CH2), 
6.27-6.32 (m, 1H, NH), 6.88 (m, 2H, Ar-H), 7. 70 (m, 2H, Ar-H) ppm 
MS (ESI+): m/z: 304.1 ([M+H]+, 100 %) 
IR (cm-1): 3304, 2919, 2854, 1628, 1608, 1539, 1508, 1448, 1381, 1312, 1266, 1234, 
1161, 1120, 1051, 926, 833, 730, 684, 655, 629, 560, 517 
 
4.1.1.5 Pripenjanje akriloil klorida na aminsko skupino piperidina 
 
 
Celotno količino spojine 7  (141 mg, 0,465 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 30 mL CH2Cl2. 
Nato smo dodali 45 μL akriloil klorida (1,2 ekv.) in 1mL DIPEA. Reakcijsko zmes smo 
mešali pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan smo produkt izolirali z ekstrakcijo. 
Zmes smo prenesli v lij ločnik, dopolnili do 50 mL z CH2Cl2 in ekstrahirali z 10 % 
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citronsko kislino (1 × 30 mL). Nato smo organsko fazo spirali še z NaHCO3 (1 × 30 mL) in 
NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali in 
organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega.  
Izolacija spojine 9: izvedli smo čiščenje s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot 
mobilno fazo uporabili CH2Cl2:MeOH=20:1. Po uparevanju topila smo dobili trdno 
spojino bele barve, ki smo jo z analizo NMR tudi potrdili. 
 
SPOJINA 9 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)-4-morfolinobenzamid (9)  
Molekulska formula / molekulska masa: C20H27N3O3 / 357,45 
Izgled: trdna spojina bele barve 
Izkoristek reakcije: m = 110 mg, 66 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,29 (CH2Cl2:MeOH=20:1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.54-1.63 (m, 1H, CH2), 1.68-2.04 (m, 3H, CH2), 2.92-
2.99 (m, 1H, CH), 3.23-3.26 (m, 5H, CH2), 3.46-3.50 (m, 2H, CH2), 3.66 (m, 1H, CH2), 
3.74-3.79 (m, 2H, CH2), 3.82-3.88 (t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 5.72 (dd, 1H, J1=1.6Hz, 
J2=10.4Hz, CH2), 6.29-6.34 (dd, 1H, J1=1.6Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.58-6.65 (dd, 1H, 
J1=10.4Hz, J2=16.8Hz, CH), 6.90 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H), 7.05 (m, 1H, NH), 7.82 (d, 2H, 
J=8.4Hz, Ar-H) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C20H27N3O3Na ([M+Na]
+): izračunano 358.2122, izmerjeno 
358.2125  
IR (cm-1): 3318, 2923, 2855, 1638, 1604, 1545, 1507, 1444, 1381, 1304, 1232, 1119, 
1052, 975, 927, 837, 791, 769, 732, 656, 631, 561 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 23.68, 27.58, 34.74, 40.12, 45.32, 47.24, 48.13 (2×), 
66.69 (2×), 114.17 (2×), 124.91, 127.46, 128.03, 128.49 (2×), 153.29, 166.19, 166.99 ppm 
Tt: 128-129°C 
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4.1.2 Sinteza amino derivatov 
4.1.2.1 Pripenjanje akriloil klorida na aminsko skupino piperidina 
 
 
V prvo bučko smo zatehtali 500 mg (2,33 mmol, 1 ekv.) 3-Boc zaščitenega 3-
(aminometil)piperidina, v drugo pa enako količino 4-Boc zaščitenega 4-
(aminometil)piperidina. Nato smo obe izhodni spojini raztopili v 25-30 mL CH2Cl2. Dodali 
smo 228 μL akriloil klorida (2,80 mmol, 1,2 ekv.) z avtomatsko pipeto in 1 mL DIPEA. 
Reakcijsko zmes smo nato mešali pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan smo zmes 
prenesli v lij ločnik, dopolnili do 50 mL z CH2Cl2 in ekstrahirali z 10 % citronsko kislino 
(1 × 30 mL). Nato smo organsko fazo spirali še z NaHCO3 (1 × 30 mL) in NaCl (1 × 30 
mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom 
do suhega. Dobili smo viskozno brezbarvno spojino 11. V primeru spojine 10 smo zaradi 
prisotnih nečistot izvedli še čiščenje s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno 
fazo uporabili EtOAc. Po uparevanju topila smo dobili trdno spojino bele barve, ki smo jo 
z analizo NMR tudi potrdili. 
 
SPOJINA 10 
Ime: terc-butil ((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)karbamat (10) 
Molekulska formula / molekulska masa: C14H24N2O3 / 268,36 
Izgled: trdna spojina bele barve 
Izkoristek reakcije: m = 506 mg, 81 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,51 (EtOAc) 
10 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.33-1.52 (m, 11H, Boc, CH2), 1.72 (m, 2H, CH2), 3.17-
3.27 (m, 1H, CH2), 2.83-3.03 (m, 3H, CH2, CH), 3.17-3.27 (m, 1H, CH2), 3.68-3.72 (m, 
0.5H, CH2), 3.89 (m, 0.5H, CH2), 4.08 (m, 0.5H, CH2), 4.39 (m, 0.5H, CH2), 4.63 (m, 
0.5H, CH2), 4.90 (m, 0.5H, CH2), 5.68 (d, 1H, J=10.8Hz, CH2), 6.24-6.28 (d, 1H, 
J=16.8Hz, CH2), 6.54-6.61 (dd, 1H, J1=10.4Hz, J2=16.8Hz, CH) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C14H24N2O3 ([M+H]
+): izračunano 269.1860, izmerjeno 269.1857 
IR (cm-1): 3306, 2975, 2929, 2857, 1692, 1641, 1604, 1522, 1442, 1391, 1365, 1251, 
1169, 1083, 1043, 962, 878, 854, 790, 649, 567, 546, 509 
Tt: 88°C 
 
SPOJINA 11 
Ime: terc-butil ((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)karbamat (11) 
Molekulska formula / molekulska masa: C14H24N2O3 / 268,36 
Izgled: viskozna tekočina brez barve 
Izkoristek reakcije: m = 565 mg, 90 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,49 (EtOAc)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.10-1.20 (m, 2H, CH2), 1.44 (s, 9H, Boc), 1.69-1.78 
(m, 3H, CH2), 2.60-2.66 (t, 1H, J=2.6Hz, CH), 3.01-3.07 (m, 3H, CH2), 4.01 (d, 1H, 
J=4.6Hz, CH2), 4.67 (m, 2H, CH2, NH), 5.67 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=10.8Hz, CH2), 6.25 
(dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.54-6.61 (q, 1H, J1=10.8Hz, J2=16.8Hz, CH) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C14H24N2O3 ([M+H]
+): izračunano 269.1860, izmerjeno 269.1855 
IR (cm-1): 3311, 2976, 2926, 2865, 1694, 1641, 1605, 1518, 1446, 1390, 1365, 1249, 
1213, 1168, 1134, 1112, 1050, 973, 919, 862, 834, 790, 743, 693, 648, 572, 516 
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4.1.2.2 Odstranitev t-butiloksikarbonilne zaščitne skupine 
 
 
 
Celotni količini spojine 10 (506 mg) in spojine 11 (565 mg), ki smo jo dobili v prejšnji 
reakciji, smo dodali 15-20 mL CH2Cl2 in 3 mL CF3COOH. Po 1 uri smo vzorca nanesli na 
TLC, reakcija je uspešno potekla. Topilo smo pod znižanim tlakom uparili. Dodali smo 20 
mL dietiletra, in bučki čez noč postavili v zamrzovalnik. V obeh primerih je izpadel trden 
produkt (bel - 12 in rumenkast - 13). Odlili smo dietileter in produkt uparili do suhega. 
 
SPOJINA 12 
Ime: 1-(3-(aminometil)piperidin-1-il)prop-2-en-1-on (12) 
Molekulska formula / molekulska masa: C9H16N2O / 168,24 
Izgled: trdna spojina bele barve 
Izkoristek reakcije: m = 457 mg, 86 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (EtOAc) – oblika soli  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.47 (m, 3H, CH2, CH), 1.91 (m, 1H, CH2), 2.18 (m, 
1H, CH2), 2.78-2.90 (m, 1H, CH2), 2.99 (m, 1H, CH2), 3.38 (m, 1H, CH2), 3.46-3.50 (m, 
1H, CH2), 3. 61 (m, 1H, CH2), 3.87-3.91 (m, 1H, CH2), 5.76 (dd, 1H, J1=1.2Hz, J2=10.4Hz, 
CH2), 6.25-6.29 (dd, 1H, J1=0.8Hz, J2=16.4Hz, CH2), 6.51-6.58 (m, 1H, CH), 8.40 (m, 3H, 
NH3
+) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C9H17N2O ([M+H]
+): izračunano 169.1335, izmerjeno 169.1337 
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IR (cm-1): 3275, 2939, 2923, 2696, 1671, 1640, 1599, 1548, 1466, 1448, 1428, 1400, 
1359, 1325, 1261, 1240, 1196, 1173, 1128, 1065, 1002, 978, 957, 932, 883, 846, 829, 801, 
787, 767, 719, 688, 654, 581, 562, 514 
Tt: 105,5°C 
 
SPOJINA 13 
Ime: 1-(4-(aminometil)piperidin-1-il)prop-2-en-1-on (13) 
Molekulska formula / molekulska masa: C9H16N2O / 168,24 
Izgled: trdna spojina svetlo rumene barve 
Izkoristek reakcije: m = 600 mg, 100 % (prisotna CF3COOH) 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (EtOAc) – oblika soli 
1H NMR (400 MHz, DMSO): δ = 1.08 (m, 2H, CH2), 1.74-1.83 (m, 3H, CH2, CH), 2.59-
2.65 (m, 1H, CH2), 2.70-2.76 (m, 2H, CH2), 2.99-3.06 (t, 1H, J=6.6Hz, CH2), 4.11 (m, 1H, 
CH2), 4.39-4.43 (d, 1H, J=12.8Hz, CH2), 5.67 (dd, 1H, J1=2.4Hz, J2=10.4Hz, CH2), 6.06-
6.11 (dd, 1H, J1=2.4Hz, J2=16.4Hz, CH2), 6.77-6.84 (dd, 1H, J1=10.8Hz, J2=16.8Hz, CH), 
7.85 (br s, 3H, NH3
+)ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C14H24N2O3 ([M+H]
+): izračunano 269.1860, izmerjeno 269.1857 
IR (cm-1): 3081, 2953, 1776, 1678, 1636, 1604, 1564, 1509, 1480, 1462, 1378, 1309, 
1268, 1243, 1191, 1133, 1001, 973, 936, 836, 788, 748, 723, 705, 609, 593, 570, 516 
Tt: 52°C 
4.1.2.3 Reduktivno aminiranje 
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Za reakcijo smo natehtali 200 mg (0,709 mmol) spojine 12 in 165 mg (0,585 mmol) 
spojine 13 in ju raztopili v 20-25 mL CH2Cl2. Nato smo dodali 4-morfolino-4-il-
benzaldehid (1 ekv.), DIPEA (2 ekv.) in reducent STAB (1,3-1,6 ekv.). Bučki smo 
prepihali z argonom in pustili reakciji potekati čez noč pri sobni temperaturi. Naslednji dan 
smo spojini izolirali z ekstrakcijo. Najprej smo dodali CH2Cl2 do 50 mL, nato pa smo 
organsko fazo spirali z 1M NaOH (1 × 10-15 mL), z NaHCO3 (1 × 15-20 mL), z H2O (1 × 
15-20 mL) in z NaCl (1 × 20 mL). Obe fazi smo ves čas preverjali s TLC. Organsko fazo 
smo sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Nato smo 
obe spojini očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili 
CH2Cl2:MeOH=9:1. Dobili smo brezbarvno viskozno spojino 14 in svetlo rumeno 
viskozno spojino 15. Obe spojini sta se na TLC barvali z ninhidrinom. 
 
SPOJINA 14 
Ime: 1-(3-(((morfolinobenzil)amino)metil)piperidin-1-il)prop-2-en-1-on (14) 
Molekulska formula / molekulska masa: C20H29N3O2 / 343,47 
Izgled: viskozna tekočina brez barve 
Izkoristek reakcije: m = 65 mg, 27 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,4 (CH2Cl2:MeOH=9:1)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.21-1.30 (m, 1H, CH2), 1.46-1.93 (m, 5H, CH, NH, 
CH2), 2.45-2.59 (m, 2H, CH2), 2.68-2.74 (m, 1H, CH2), 2.94-3.02 (m, 1H, CH2), 3.15 (m, 
4H, CH2), 3.68-3.73 (m, 2H, CH2), 3.78-3.93 (m, 5H, CH2), 4.20-4.37 (m, 1H, CH2), 5.66 
(d, 1H, J=10.4Hz, CH2), 6.26 (d, 1H, J=16.80Hz, CH2), 6.54-6.68 (m, 1H, CH), 6.88 (d, 
2H, J=8.0Hz, Ar-H), 7.20-7.25 (m, 2H, Ar-H) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C20H30N3O2 ([M+H]
+): izračunano 344.2333, izmerjeno 344.2327 
IR (cm-1): 2920, 2851, 2818, 1642, 1608, 1515, 1441, 1378, 1332, 1302, 1229, 1189, 
1118, 1068, 1051, 975, 926, 885, 808, 791, 731, 704, 626, 556, 523 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 24.15, 28.91, 29.22, 46.89, 49.50 (2×), 50.54, 51.95, 
53.20, 66.94 (2×), 115.65 (2×), 127.47, 128.13, 129.01 (2×), 131.80, 150.44, 165.54 ppm 
 
SPOJINA 15 
Ime: 1-(4-(((morfolinobenzil)amino)metil)piperidin-1-il)prop-2-en-1-on (15) 
Molekulska formula / molekulska masa: C20H29N3O2 / 343,47 
Izgled: viskozna tekočina svetlo rumene barve 
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Izkoristek reakcije: m = 45 mg, 22 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,44 (CH2Cl2:MeOH=9:1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ  = 1.11-1.19 (m, 2H, CH2), 1.70-1.84 (m, 4H, CH, NH, 
CH2), 2.51 (m, 2H, CH2), 2.60-2.66 (t, 1H, J=12.2Hz, CH2), 3.00-3.06 (t, 1H, J=12.4Hz, 
CH2), 3.14 (t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 3.71 (s, 2H, CH2), 3.85 (t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 3.98 (d, 
1H,  J=13.2Hz, CH2), 4.65 (d, 1H, J=13.2Hz, CH2), 5.65 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=10.4Hz, 
CH2), 6.21-6.26 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.53-6.60 (q, 1H, J1=10.8Hz, 
J2=16.8Hz, CH), 6.88 (d, 2H, J=4.4Hz, Ar-H), 7.22 (d, 2H, J=4.4Hz, Ar-H) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C20H30N3O2 ([M+H]
+): izračunano 344.2333, izmerjeno 344.2320 
IR (cm-1): 2914, 2851, 2818, 1641, 1607, 1514, 1444, 1376, 1331, 1301, 1260, 1232, 
1118, 1069, 1051, 1030, 976, 925, 809, 791, 701, 625, 557, 524 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 30.08, 36.58 (2×), 42.18, 49.47 (2×), 53.41 (2×), 54.62, 
66.91 (2×), 115.70 (2×), 127.24, 128.00, 129.07 (2×), 129.52, 150.43, 165.35 ppm 
 
4.1.3 Alternativna pot sinteze amida – z uporabo sklopitvenih reagentov 
 
221 mg (0,783 mmol) spojine 13 smo raztopili v 20 mL CH2Cl2. Dodali smo preračunane 
količine 4-morfolinobenzojske kisline (1 ekv.), EDC (1,2 ekv.) in HOBT (1,2 ekv.). Na 
koncu smo raztopljeni zmesi dodali še 1 mL DIPEA. Reakcija je potekala pri sobni 
temperaturi čez noč. Naslednji dan smo zmes prenesli v lij ločnik, dopolnili do 50 mL z 
CH2Cl2 in ekstrahirali z 10 % citronsko kislino (1 × 30 mL). Nato smo organsko fazo 
spirali še z NaHCO3 (1 × 30 mL) in z NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo smo sušili z 
Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Sledilo je čiščenje s 
kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili EtOAc (po ločitvi 
nečistot pa EtOAc:MeOH=9:1). Ker spojina 16 ni topna v EtOAc, smo naredili suh nanos. 
Po uparitvi organskega topila smo dobili bel trden produkt v obliki prahu. 
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SPOJINA 16 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)-4-morfolinobenzamid (16) 
Molekulska formula / molekulska masa: C20H27N3O3 / 357,45 
Izgled: trdna spojina bele barve (prah) 
Izkoristek reakcije: m = 93 mg, 33 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,11 (EtOAc)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.18-1.28 (m, 2H, CH2), 1.81-1.93 (m, 3H, CH2, CH), 
2.62-2.68 (m, 1H, CH2), 3.01-3.09 (m, 1H, CH2), 3.24-3.32 (m, 5H, CH2), 3.39-3.44 (m, 
1H, CH2), 3.87 (t, 4H, J=5.2Hz, CH2), 3.99-4.04 (m, 1H, CH2), 4.68 (m, 1H, CH2), 5.66 
(dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=10.4Hz, CH2), 6.13 (m, 1H, NH), 6.23-6.28 (dd, J1=2.0Hz, 
J2=16.8Hz, CH2), 6.53-6.60 (dd, 1H, J1=10.4Hz, J2=16.8Hz, CH), 6.87-6.91 (d, 2H, 
J=8.8Hz, Ar-H), 7.69 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C20H28N3O3 ([M+H]
+): izračunano 358.2125, izmerjeno 358.2120 
IR (cm-1): 3284, 2919, 2861, 1643, 1621, 1604, 1552, 1512, 1449, 1391, 1357, 1318, 
1267, 1234, 1204, 1162, 1114, 1074, 1053, 1024, 970, 926, 838, 786, 774, 726, 683, 653, 
632, 577, 563, 510   
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 29.58, 30.63, 36.69, 41.98, 45.08, 45.80, 48.09 (2×), 
66.65 (2×), 114.10 (2×), 124.60, 127.44, 127.90, 128.29 (2×), 153.45, 165.43, 167.22 ppm 
Tt: 169°C 
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4.2 SINTEZA DERIVATOV 3-AMINOPIPERIDINA IN 4-
AMINOPIPERIDINA 
4.2.1 Sinteza amidnih derivatov 
4.2.1.1 Pripenjanje akriloil klorida na aminsko skupino piperidina 
 
 
V prvo bučko smo zatehtali 1000 mg (4,99 mmol, 1 ekv.) 3-Boc zaščitenega 3-
aminopiperidina, v drugo pa enako količino 4-Boc zaščitenega 4-(aminometil)piperidina. 
Nato smo obe izhodni spojini raztopili v 30-40 mL CH2Cl2. Dodali smo 495 μL akriloil 
klorida (5,99 mmol, 1,2 ekv.) z avtomatsko pipeto in 1,5 mL DIPEA. Reakcijsko zmes smo 
nato mešali pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan smo zmes prenesli v lij ločnik, 
dopolnili do 50 mL z CH2Cl2 in ekstrahirali z 10% citronsko kislino (1 × 30 mL). Nato 
smo organsko fazo spirali še z NaHCO3 (1 × 30 mL) in NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo 
smo sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Dobili smo 
trdni oranžni spojini 17 in 18.  
 
SPOJINA 17 
Ime: terc-butil (1-akriloilpiperidin-3-il)karbamat (17) 
Molekulska formula / molekulska masa: C13H22N2O3 / 254,33 
Izgled: trdna spojina oranžne barve 
Izkoristek reakcije: zaradi težavnega raztapljanja ne uparimo topila in nadaljujemo v 
naslednjo reakcijo 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,59 (EtOAc)  
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.44 (s, 9H, Boc), 1.53-1.70 (m, 3H, CH2), 1.92 (m, 1H, 
CH2), 3.47-3.67 (m, 5H, CH2, CH), 4.54-4.70 (m, 1H, NH), 5.69 (d, 1H, J=10.4Hz, CH2), 
6.30 (d, 1H, J=16.4Hz, CH2), 6.55-6.63 (m, 1H, CH)ppm 
MS (ESI+): m/z: 276.8 ([M+Na]+, 100%) 
IR (cm-1): 3278, 2971, 2933, 2871, 1700, 1637, 1596, 1523, 1467, 1389, 1596, 1523, 
1467, 1389, 1364, 1311, 1252, 1228, 1162, 1108, 1072, 991, 979, 918, 887, 863, 790, 763, 
731, 705, 622 
Tt: 79-80°C 
 
SPOJINA 18 
Ime: terc-butil (1-akriloilpiperidin-4-il)karbamat (18) 
Molekulska formula / molekulska masa: C13H22N2O3 / 254,33 
Izgled: trdna spojina oranžne barve 
Izkoristek reakcije: m = 1366 mg, 100 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,55 (EtOAc)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.32 (m, 2H, CH2), 1.45 (s, 9H, Boc), 2.00 (m, 2H, 
CH2), 2.79-2.85 (t, 1H, J=5.8Hz, CH2), 3.13-3.19 (t, 1H, J=12.8Hz, CH2), 3.69 (m, 1H, 
CH2), 3.94 (d, 1H, J=12.8Hz, CH2), 4.47-4.53 (m, 2H, CH, NH), 5.69 (dd, 1H, J1=1.6Hz, 
J2=10.4Hz, CH2), 6.24-6.29 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.54-6.60 (m, 1H, 
CH)ppm 
MS (ESI+): m/z: 277.0 ([M+Na]+, 100%) 
IR (cm-1): 3349, 2982, 2938, 2860, 1678, 1640, 1601, 1525, 1448, 1387, 1364, 1315, 
1258, 1226, 1173, 1154, 1123, 1045, 1025, 980, 952, 924, 878, 837, 790, 767, 743, 613, 
589, 532 
Tt: 82°C 
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4.2.1.2 Odstranitev t-butiloksikarbonilne zaščitne skupine 
 
 
 
Celotni količini raztopljene spojine 17 (nismo odparili CH2Cl2) smo dodali 3 mL 
CF3COOH. Prav tako smo celotni količini spojine 18 (1366 mg), ki smo jo dobili v prejšnji 
reakciji, dodali 15-20 mL CH2Cl2 in 3 mL CF3COOH. Po 1 uri smo vzorca nanesli na 
TLC, reakcija je uspešno potekla. Uparili smo topilo in dodali 20 mL dietiletra, bučki smo 
čez noč postavili v hladilnik. Produkt v nobeni od bučk ni izpadel, zato smo dietileter 
odparili.  
 
SPOJINA 19 
Ime: 1-(3-aminopiperidin-1-il)prop-2-en-1-on (19) 
Molekulska formula / molekulska masa: C8H14N2O / 154,21 
Izgled: spojina oranžne barve (ni trdna, ni tekoča – kot žele) 
Izkoristek reakcije: zaradi težavnega raztapljanja ne uparimo topila in nadaljujemo v 
naslednjo reakcijo s preračunavanjem iz volumna 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (EtOAc) – oblika soli  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 1.42-1.74 (m, 3H, CH2), 1.98 (m, 1H, CH2), 
3.01-3.19 (m, 2H, CH2, CH), 3.82-3.97 (m, 2H, CH2), 4.28 (m, 1H, CH2), 5.71 (d, 1H, 
J=10.4Hz, CH2), 6.12 (d, 1H, J=16.4Hz, CH2), 6.77-6.84 (m, 1H, CH), 8.04-8.27 (s, 3H, 
NH3
+)ppm 
MS (ESI+): m/z: 155.0 ([M+H]+, 58 %) 
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IR (cm-1): 2929, 2874, 1777, 1671, 1619, 1532, 1449, 1390, 1373, 1258, 998, 976, 930, 
863, 841, 797, 723, 702, 637, 599, 537, 517 
 
SPOJINA 20 
Ime: 1-(4-aminopiperidin-1-il)prop-2-en-1-on (20) 
Molekulska formula / molekulska masa: C8H14N2O / 154,21 
Izgled: trdna spojina oranžne barve 
Izkoristek reakcije: 526 mg, 95 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (EtOAc) – oblika soli  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.27-1.42 (m, 2H, CH2), 1.95 (d, 2H, CH2), 2.68-2.74 (t, 
1H, J=12.4Hz, CH), 3.08-3.14 (t, 1H, J=12.4Hz, CH2), 3.26-3.32 (m, 1H, CH2), 4.07-4.11 
(d, 1H, J=13.2Hz, CH2), 4.42 (d, 1H, J=12.8Hz, CH2), 5.69 (dd, 1H, J1=2.4Hz, J2=10.4Hz, 
CH2), 6.08-6.13 (dd, 1H, J1=2.4Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.78-6.85 (q, 1H, J1=10.4Hz, 
J2=16.8Hz, CH), 8.067 (br s, 3H, NH3
+)ppm 
IR (cm-1): 2927, 2855, 1638, 1601, 1443, 1366, 1259, 1217, 1161, 1118, 1092, 1058, 980, 
792, 744, 641 
4.2.1.3 Sinteza amida z uporabo sklopitvenih reagentov 
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8 mL raztopljene spojine 19 v CH2Cl2 (pribl. 500mg) smo dodali 10 mL CH2Cl2 in 1 mL 
DIPEA, 130 mg (0,485 mmol) spojine 20 pa smo zaradi slabe topnosti raztopili v 7 mL 
DMF in dodali 3 mL DIPEA. Dodali smo preračunane količine 4-morfolinobenzojske 
kisline (1 ekv.), EDC (1,2 ekv.) in HOBT (1,2 ekv.). Reakcija je potekala pri sobni 
temperaturi čez noč.  
Izolacija spojine 21: naslednji dan smo zmes prenesli v lij ločnik, dopolnili do 50 mL z 
CH2Cl2 in ekstrahirali z 10 % citronsko kislino (1 × 30mL). Pri tem je izpadla bela oborina. 
Po opravljeni analizi NMR smo ugotovili, da oborina ni naša želena spojina. Nato smo 
organsko fazo spirali še z NaHCO3 (1 × 30 mL) in NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo smo 
sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Nato smo 
izvedli še čiščenje s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili 
EtOAc. Ločba ni bila uspešna, zato smo izvedli ponovno čiščenje s kolonsko 
kromatografijo v mobilni fazi EtOAc:MeOH=9:1. Dobili smo trden oranžen produkt. 
Izolacija spojine 22: naslednji dan smo odparili DMF, zmes prenesli v lij ločnik, dopolnili 
do 50 mL z CH2Cl2 in ekstrahirali z 10 % citronsko kislino (1 × 30mL). Nastala je 
emulzija, dodali smo 2M NaOH in sol. Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in organsko 
topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Nato smo izvedli še čiščenje s kolonsko 
kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili CH2Cl2:MeOH=9:1 (potreben 
suh nanos). Po uparevanju topila smo dobili trdno spojino bele barve.  
 
SPOJINA 21 
Ime: N-(1-akriloilpiperidin-3-il)-4-morfolinobenzamid (21) 
Molekulska formula / molekulska masa: C19H25N3O3 / 343,43 
Izgled: trdna spojina oranžne barve 
Izkoristek reakcije: m = 33 mg, 5 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,15 (EtOAc)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.71 (m, 3H, CH2), 2.02 (m, 1H, CH2), 3.25 (m, 4H, 
CH2), 3.37-3.53 (m, 1H, CH2), 3.67-3.75 (m, 2H, CH2), 3.86 (s, 4H, CH2), 4.16 (m, 2H, 
CH2, CH), 5.63-5.77 (m, 1H, CH2), 5.95 (m, 1H, NH), 6.25-6.39 (m, 1H, CH2), 6.58-6.65 
(m, 1H, CH), 6.87 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H), 7.63-7.69 (m, 2H, Ar-H) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C19H26N3O3 ([M+H]
+): izračunano 344.1969, izmerjeno 344.1952 
IR (cm-1): 3274, 2932, 2857, 1643, 1606, 1532, 1506, 1442, 1382, 1327, 1303, 1265, 
1222, 1119, 1052, 960, 927, 857, 835, 791, 770, 727, 695, 653, 630, 572 
35 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 22.41, 29.84, 42.65, 46.19, 48.01 (2×), 50.38, 66.65 
(2×), 114.06 (2×), 127.44, 127.46, 128.34 (2×), 128.43, 155.01, 155.33, 166.86 ppm 
Tt: 126°C 
 
SPOJINA 22 
Ime: N-(1-akriloilpiperidin-4-il)-4-morfolinobenzamid (22) 
Molekulska formula / molekulska masa: C19H25N3O3 / 343,43 
Izgled: trdna spojina bele barve (prah) 
Izkoristek reakcije: m = 17 mg, 10 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,63 (CH2Cl2:MeOH=9:1)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.34-1.50 (m, 2H, CH2), 2.03-2.16 (m, 2H, CH2), 2.80-
2.88 (m, 1H, CH2), 3.18-3.25 (m, 5H, CH2), 3.86 (t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 3.98-4.02 (d, 1H, 
J=14.0Hz, CH2), 4.19-4.26 (m, 1H, CH), 4.66 (d, 1H, J=13.2Hz, CH2), 5.69 (dd, 1H, 
J1=2.0Hz, J2=10.4Hz, CH2), 6.25 (m, 2H, CH2, NH), 6.56-6.62 (q, 1H, J1=10.8Hz, 
J2=16.8Hz, CH), 6.88 (m, 2H, Ar-H), 7.74 (m, 2H, Ar-H) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C19H26N3O3 ([M+H]
+): izračunano 344.1969, izmerjeno 344.1965 
IR (cm-1): 3289, 2948, 2855, 1646, 1606, 1535, 1505, 1445, 1379, 1326, 1303, 1262, 
1227, 1157, 1123, 1079, 1051, 977, 965, 926, 886, 865, 835, 792, 772, 727, 687, 660, 648, 
630, 591, 562, 527, 505  
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 31.92, 33.12, 41.23, 44.84, 46.98, 48.07 (2×), 66.64 
(2×), 114.07 (2×), 124.50, 127.64, 127.86, 128.33 (2×), 153.49, 165.47, 166.42 ppm 
Tt: 152°C 
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4.2.2 Sinteza amino derivatov 
4.2.2.1 Reduktivno aminiranje 
 
5 mL raztopljene spojine 19 v CH2Cl2 (pribl. 300mg) smo dodali 15 mL CH2Cl2, 260 mg 
spojine 20 pa smo raztopili v 20 mL CH2Cl2. Nato smo dodali 4-morfolino-4-il-
benzaldehid (1 ekv.), DIPEA (2 ekv.) in reducent STAB (1,3-1,6 ekv.). Bučko smo 
prepihali z argonom in pustili reakcijo potekati čez noč pri sobni temperaturi. Naslednji 
dan smo spojino izolirali z ekstrakcijo. Najprej smo dodali CH2Cl2 do 50 mL, nato pa smo 
organsko fazo spirali z 1M NaOH (1 × 20 mL), z NaHCO3 (1 × 20 mL), z H2O (1 × 20 
mL) in z NaCl (1 × 20 mL). Obe fazi smo ves čas preverjali s TLC. Organsko fazo smo 
sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Nato smo obe 
spojini očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili 
CH2Cl2:MeOH=9:1 (v primeru spojine 24 smo naredili suh nanos). Dobili smo oranžno 
viskozno spojino 23 in brezbarvno viskozno spojino 24. Obe spojini sta se na TLC barvali 
z ninhidrinom. 
 
SPOJINA 23 
Ime: 1-(3-((4-morfolinobenzil)amino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-on (23) 
Molekulska formula / molekulska masa: C19H27N3O2 / 329,21 
Izgled: viskozna tekočina oranžne barve 
Izkoristek reakcije: m = 39 mg, 11 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,31 (CH2Cl2:MeOH=9:1)   
19 
20 
23 
24 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.40-1.52 (m, 3H, CH2), 1.75 (m, 1H, CH2), 1.7 (d, 1H, 
CH2), 2.63-2.68 (m, 1H, CH), 2.76-2.82 (m, 1H, CH2), 2.98 (m, 1H, CH2), 3.15 (m, 4H, 
CH2), 3.75-3.87 (m, 7H, NH, CH2), 4.13-4.50 (m, 1H, CH2), 5.67 (d, 1H, J=10.4Hz, CH2), 
6.26 (dd, 1H, J1=6.0Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.49-6.61 (m, 1H, CH), 6.88 (d, 2H, J=8.8Hz, 
Ar-H), 7.23 (m, 2H, Ar-H) ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C19H28N3O2 ([M+H]
+): izračunano 330.2176, izmerjeno 330.2170 
IR (cm-1): 2921, 2854, 2820, 1642, 1607, 1514, 1441, 1377, 1333, 1302, 1223, 1118, 
1068, 1051, 977, 957, 925, 855, 816, 790, 729, 644, 629, 566, 551, 522  
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 23.18, 24.51, 31.54 (2×), 47.41, 49.51 (2×), 52.98, 
66.93 (2×), 115.80 (2×), 127.95, 129.12, 129.54, 131.83, 150.53, 165.54, 165.65 ppm 
 
SPOJINA 24 
Ime: 1-(4-((4-morfolinobenzil)amino)piperidin-1-il)prop-2-en-1-on (24) 
Molekulska formula / molekulska masa: C19H27N3O2 / 329,21 
Izgled: viskozna tekočina brez barve 
Izkoristek reakcije: m = 21 mg, 7 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,25 (CH2Cl2:MeOH=9:1)   
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.34-1.40 (m, 3H, CH2), 1.94 (d, 2H, J=12.4Hz, CH2), 
2.78 (m, 1H, CH), 2.83-2.90 (m, 1H, CH2), 3.14 (m, 5H, NH, CH2), 3.75 (s, 2H, CH2), 3.86 
(t, 4H, J=4.8Hz, CH2), 3.94 (m, 1H, CH2), 4.47 (m, 1H, CH2), 5.67 (dd, 1H, J1=2.0Hz, 
J2=10.8Hz, CH2), 6.22-6.27 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.54-6.61 (q, 1H, 
J1=10.4Hz, J2=16.8Hz, CH), 6.88 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H), 7.24 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H) 
ppm 
HRMS (ESI+): m/z za C19H28N3O2 ([M+H]
+): izračunano 330.2176, izmerjeno 330.2169 
IR (cm-1): 2918, 2851, 2819, 1641, 1607, 1514, 1444, 1364, 1331, 1302, 1261, 1215, 
1118, 1067, 1052, 977, 926, 853, 819, 792, 703, 626, 517 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 32.06, 33.10, 40.68, 44.42, 49.49 (2×), 50.23, 53.80, 
66.92 (2×), 115.78 (2×), 127.37, 127.92, 129.01 (2×), 150.45, 165.40 (2×) ppm 
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4.3 SINTEZA DERIVATOV PIPERAZINA 
4.3.1 Sinteza amidnega derivata 
4.3.1.1 Pripenjanje akriloil klorida na aminsko skupino piperazina 
 
 
 
Natehtali smo 5 g začetne spojine in jo raztopili v 40 mL CH2Cl2. Dodali smo 2.24 mL 
(2,5g) akriloil klorida z avtomatsko pipeto in 3 mL DIPEA. Reakcijsko zmes smo nato 
mešali pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan smo zmes prenesli v lij ločnik, 
dopolnili do 50 mL z CH2Cl2 in ekstrahirali z 10 % citronsko kislino (1 × 30 mL). Nato 
smo organsko fazo spirali še z NaHCO3 (1 × 30 mL) in NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo 
smo sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Dobili smo 
trden bel produkt.   
 
SPOJINA 25 
Ime: terc-butil 4-akriloilpiperazin-1-karboksilat (25) 
Molekulska formula / molekulska masa: C12H20N2O3 / 240,30 
Izgled: trden bel produkt  
Izkoristek reakcije: m = 3740 mg, 58 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,65 (EtOAc)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.48 (s, 9H, Boc), 3.44-3.66 (m, 8H, CH2), 5.73 (dd, 
1H, J1=1.6Hz, J2=10.4Hz, CH2), 6.31 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=16.8Hz, CH2), 6.53-6.59 (dd, 
1H, J1=10.4Hz, J2=16.8Hz, CH) ppm 
MS (ESI+): m/z: 263.0 ([M+Na]+, 100%) 
IR (cm-1): 2975, 2926, 2862, 1691, 1646, 1611, 1414, 1365, 1280, 1235, 1223, 1165, 
1125, 1080, 1030, 995, 927, 862, 841, 790, 771, 635, 559, 545 
25 
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4.3.1.2 Odstranitev t-butiloksikarbonilne zaščitne skupine  
 
 
 
Celotni količini spojine 25 (3740mg) smo dodali 10 mL CH2Cl2 in 10 mL CF3COOH. Po 1 
uri smo vzorca nanesli na TLC, reakcija je uspešno potekla. CF3COOH smo želeli 
odstraniti z dietiletrom, saj je v dietiletru topna in bučko postavili v hladilnik. Spojina je 
izpadla, dietileter smo odlili in produkt uparili do suhega.  
 
SPOJINA 26 
Ime: 1-(piperazin-1-il)prop-2-en-1-on (26) 
Molekulska formula / molekulska masa: C7H12N2O / 140,17 
Izgled: trden produkt bež barve  
Izkoristek reakcije: m = 1800 mg, 46 % 
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0 (ETOAc) – oblika soli 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = / (slaba topnost) 
MS (ESI+): m/z: 140.9 ([M+H]+, 100%) 
IR (cm-1): 3005, 2829, 2496, 1776, 1641, 1440, 1374, 1318, 1128, 1022, 934, 839, 796, 
722, 703, 598, 569, 516 
Tt: 195°C 
25 26 
40 
4.3.1.3 Sinteza »amida« z uporabo sklopitvenih reagentov 
 
500 mg (1,864 mmol) spojine 26 smo zaradi slabe topnosti raztopili v 7 mL DMF in dodali 
1mL DIPEA. Nato smo dodali preračunane količine 4-morfolinobenzojske kisline (1 ekv.), 
EDC (1,2 ekv.) in HOBT (1,2 ekv.). Reakcija je potekala pri sobni temperaturi čez noč.  
Izolacija spojine 21: naslednji dan smo najprej uparili DMF pod znižanim tlakom, dodali 
30 mL CH2Cl2 in zmes prenesli v lij ločnik. Ekstrahirali smo z NaHCO3 (1 × 20 mL), pri 
tem je nastala bela oborina. Dodali smo 2M NaOH in sol (NaCl). Organsko fazo smo sušili 
z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do suhega. Nato smo izvedli še 
čiščenje s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili 
CH2Cl2:MeOH=20:1. Ločba ni bila uspešna, zato smo izvedli ponovno čiščenje s kolonsko 
kromatografijo v mobilni fazi EtOAc. Dobili smo svetlo rumen viskozen produkt. 
 
SPOJINA 27 
Ime: 1-(4-(4-morfolinobenzoil)piperazin-1-il)prop-2-en-1-on (27) 
Molekulska formula / molekulska masa: C18H23N3O3 / 329,40 
Izgled: viskozna tekočina svetlo rumene barve 
Izkoristek reakcije: m = 28 mg, 5 %  
TLC (Rf / mobilna faza): Rf = 0,13 (EtOAc)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3.23 (m, 4H, CH2), 3.68 (m, 8H, CH2), 3.86 (m, 4H, 
CH2), 5.75 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=10.4Hz, CH2), 6.30-6.35 (dd, 1H, J1=2.0Hz, J2=16.8Hz, 
CH2), 6.54-6.61 (dd, 1H, J1=10.4Hz, J2=16.8Hz, CH), 6.89 (d, 2H, J=8.8Hz, Ar-H), 7.8 (d, 
2H, J=8.8Hz, Ar-H)ppm 
MS (ESI+): m/z za C18H23N3O3 ([M+H]
+): izračunano 330.1812, izmerjeno 330.1808 
IR (cm-1): 2960, 2855, 2233, 1605, 1424, 1265, 1227, 1196, 1119, 1050, 1014, 1000, 925, 
831, 791, 764, 729, 645 
26 
27 
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13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 31.42, 36.47, 42.09, 45.75, 48.30 (2×), 66.68 (2×), 
114.38 (2×), 125.24, 127.08, 128.63, 129.13 (2×), 152.54, 162.51, 170.85ppm 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Uvedba benzil karbamatne zaščitne skupine 
Izhodna spojina vsebuje dve aminski skupini, od teh je stranska metilaminska  amino 
skupina Boc-zaščitena. Ker smo želeli sintezo najprej izvajati na metilaminski skupini, 
smo morali zaščititi piperidinsko amino skupino. Pri tem smo morali biti pozorni na pogoje 
odstranjevanja, da ne bi pri kasnejšem odstranjevanju Boc zaščitne skupine odstranili obeh. 
Za zaščitno skupino smo izbrali benzil karbamat ali Cbz iz skupine karbamatov, ki se za 
razliko od amidnih zaščitnih skupin odstranjujejo pod milejšimi pogoji. 
Zaščitna skupina Uvedba 
Selektivna 
odstranitev 
Obstojnost 
t-butil karbamat ali Boc: 
–NHCO2C(CH3)3  
 
 
acidoliza 
(HCl/AcOH ali 
CF3COOH) 
 
pH 4-12 
pri katalitskem 
hidrogeniranju 
proti hidridom in 
oksidantom 
benzil karbamat ali Cbz 
–NHCO2CH2Ph 
baza, 
 
H2, Pd/C 
(katalitsko 
hidrogeniranje) 
 
pH 1-12 
proti oksidantom in 
hidridom 
 
Tabela III: Zaščitne skupine (povzeto po 22) 
 
Izhodni spojini smo natehtali v bučke, dodali topilo in mešali na magnetnem mešalu, 
dokler se nista popolnoma raztopili. Nato smo v presežku (1,2 ekv.) in po kapljicah 
dodajali benzil kloroformat. Za uspešno uvedbo zaščitne skupine smo dodali še 1 mL Et3N, 
ki je tekom reakcije tvoril sol s HCl, da ni nastala sol na prosti amino skupini piperidina 
(nevtralizacija nastale HCl). Reakcijsko zmes smo mešali 2 uri pri sobni temperaturi in 
potek preverili s TLC. Ker reakcija ni potekla do konca, smo dodali še 0,1 mL benzil 
kloroformata in pustili mešati čez noč. Produkt je imel bistveno večji Rf od izhodne 
spojine, saj je bolj lipofilen. Pri oroševanju smo uporabili ninhidrin. Izhodna spojina se je 
zaradi proste aminske skupine takoj obarvala, medtem ko smo morali za obarvanje 
produkta TLC močno segrevati, da je prišlo do hidrolize karbamata do amina. 
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Ekstrakcijo smo najprej izvedli s citronsko kislino in se na ta način znebili prebitnega Et3N 
in izhodne spojine, ker sta bazična. Nato smo spirali še z NaHCO3, s katerim smo 
odstranili morebitno nastalo HCl. Z ekstrakcijami se nismo znebili benzil kloroformata, 
zato smo poskušali s prekristalizacijo iz heksana. V heksanu je benzil kloroformat namreč 
dobro topen. Prekristalizacija ni bila uspešna, ker sta obe spojini 1 in 2 topni tako v vročem 
kot v hladnem heksanu in nista izpadli.  
Po mehanizmu uvrščamo sintezo med nukleofilne substitucije na derivatih karboksilnih 
kislin (adicija – NH2 s sledečo eliminacijo), ki potekajo preko tetraedričnega intermediata. 
Pri reakciji amino skupina piperidina deluje kot nukleofil, ki napade elektrofilni ogljikov 
atom karbonilne skupine benzil kloroformata. Produkt reakcije je ester karbamske kisline, 
ki je za razliko od karbamske kisline stabilen pri pogojih, ki niso pogoji odstranitve 
zaščitne skupine. 
 
Slika 16: Mehanizem reakcije pripenjanja zaščite Cbz (22) 
 
5.2 Odstranitev t-butil karbamatne zaščite - Boc  
Izhodna spojina je bila že Boc zaščitena, zato smo morali zaščito odstraniti, če smo želeli 
nadaljevati sintezo. Pri spojinah 3 in 4 smo imeli dve zaščitni skupini na različnih aminskih 
skupinah, zato smo morali paziti pri odstranjevanju, da smo selektivno odstranili le Boc.  
Boc se selektivno odstranjuje v kislih pogojih, uporabili smo CF3COOH (tabela Ⅲ). 
Spojine smo raztopili v primerni količini CH2Cl2 (15-20 mL) in dodali 3 mL CF3COOH. 
Bučko smo zaprli z gumijastim zamaškom in prebodli z iglo, da je nastali CO2 lahko 
izhajal. Po eni uri smo potek reakcije preverili s TLC, reakcija je uspešno potekla. Produkt 
je na TLC ploščici ostal na začetku, ker je bil v obliki soli. Potem smo odparili topila pod 
znižanim tlakom. Kisline kljub nizkemu tlaku nismo mogli v celoti odstraniti, zato smo 
dodali dietileter in bučke postavili v hladilnik/zamrzovalnik. CF3COOH je v dietiletru 
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topna, naš produkt pa naj bi izpadel. To se je zgodilo v večini primerov. Dietileter smo 
odlili in uparili produkt do suhega. V ostalih primerih pa smo v naslednjo stopnjo vstopili 
brez v popolnosti odstranjene kisline. Zanimivo je bilo to, da so bile spojine 19, 20 in 26 
po odstranitvi Boc in uparitvi topila izjemno slabo topne. To nas je spodbudilo, da smo 
Boc odstranjevali še po drugi poti, in sicer s HCl v mešanici dioksana in vode. Zanimivo, 
tudi tako pripravljena spojina ni imela nič večje topnosti od prejšnje spojine 20. Zato smo 
se odločili, da nazadnje pripravljeni spojini 19 ne bomo odparili CH2Cl2, ampak bomo 
naprej delali z raztopinami. Spojini 20 in 26 smo največkrat raztapljali v DMF, nekajkrat 
tudi v CH2Cl2, a so bili izkoristki izjemno majhni (5-11 %), saj spojin v nobenem topilu 
nismo v popolnosti raztopili. 
 
Slika 17: Slabo topne spojine po odstranitvi Boc 19, 20, 26 (vmesne stopnje) 
 
Reakcija odstranitve Boc zaščitne skupine se imenuje acidoliza. Kislino smo dodali v 
presežku, da smo zagotovili odščito celotne količine spojine. Proton trifluorocetne kisline 
napade kisik na zaščitni Boc skupini, odcepi se t-butil karbokation. Pri tem nastane 
nestabilen derivat karbamske kisline, ki razpade na CO2 in sol aminskega derivata. 
 
Slika 18: Mehanizem odstranitve Boc s TFA (prirejeno po 23)  
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5.3 Sklopitvene reakcije z uporabo HOBT in EDC  
V teh reakcijah smo želeli tvoriti amidno vez med aminsko in karboksilno skupino. Gre za 
nukleofilno substitucijo, pri čemer je amino skupina nukleofil. Kot topilo smo večinoma 
uporabili CH2Cl2 in v enem primeru težje topne spojine DMF (spojina 22). Slabost DMF je 
nizek parni tlak in posledično je odstranjevanje takega topila dolgotrajno in nepopolno. 
Spojini iz prejšnje stopnje smo dodali 1 ekv. 4-morfolinobenzojske k. in 1,2 ekv. EDC in 
HOBT. EDC je sklopitveni reagent, ki smo ga dodali z namenom aktivacije karboksilne 
skupine, ki sama po sebi ni dovolj reaktivna. Poleg EDC smo uporabili še HOBT. HOBT 
zmanjša verjetnost nastanka stranskih produktov in racemizacije. Na koncu smo dodali še 
1mL DIPEA, za nevtralizacijo HCl, saj je EDC kot reagent v obliki soli s klorovodikovo 
kislino. 
 
 
 
 
Vse reagente smo dodali v prebitku, da smo zagotovili čim boljši izkoristek reakcije. 
Najprej poteče nukleofilni napad EDC. S prostim elektronskim parom na dušiku odcepi 
proton na karboksilni skupini. Pri tem nastane aktivirani ester O-acilsečnine. HOBT 
napade aktiviran ester in pri tem nastane stranski produkt, derivat uree (EDC). Na koncu  
nukleofilni amin napade s HOBT aktiviran ester. Pri tem se odcepi HOBT kot stranski 
produkt in amid kot glavni produkt. Vse reakcije so potekale pri sobni temperaturi čez noč. 
Nastajanje produktov smo spremljali s TLC.  
Slika 19: HOBT (24) Slika 20: EDC (25) 
 
Slika 21: DIPEA (26) 
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Slika 22: Mehanizem sklopitvene reakcije kisline z aminom v prisotnosti EDC/HOBT (prirejeno po (27)) 
Vse spojine smo izolirali z ekstrakcijo s kislino (10 % citronska kislina), bazo (NaHCO3 ali 
0,1M NaOH) in NaCl, na koncu pa smo organsko fazo sušili še z Na2SO4. V večini 
primerov smo morali produkt očistiti še s kolonsko kromatografijo. Pri raztapljanju vzorca 
spojine 5 v metanolu smo ugotovili, da spojina v hladnem metanolu ni topna. Izvedli smo 
prekristalizacijo iz metanola in izpadel je povsem čist produkt. Ostale spojine smo očistili s 
kolonsko kromatografijo. Zaradi slabe topnosti smo morali narediti suh nanos pri spojinah 
16 in 22 Metodo suhega nanosa na kolono uporabimo v primeru, ko spojina ni topna v 
izbrani mobilni fazi. Poiskati smo morali topilo, v katerem je bila spojina topna (npr. 
spojina ni topna v EtOAc ali CH2Cl2, topna pa je v MeOH) in dodati primerno količino 
silikagela. Pod znižanim tlakom smo nato odparili MeOH, silikagel z adsorbiranim 
vzorcem pa smo nanesli na kolono in pričeli spirati s prvotno MF.  
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5.4 Odstranitev benzil karbamatne zaščitne skupine – Cbz  
 
 
 
 
Pred zadnjo stopnjo sinteze dveh spojin smo morali odstraniti še zaščito Cbz. Cbz se 
selektivno odstranjuje s katalitskim hidrogeniranjem (tabela Ⅲ). To smo storili z uporabo 
paladija na ogljiku, Pd/C. Paladij na ogljiku je zelo vnetljiv, vžge se že pri sobnih pogojih, 
zato je treba z njim ravnati zelo previdno. Kot topilo smo uporabili brezvodni metanol. 
Bučko in njeno vsebino smo prepihali z argonom s pomočjo igle in na ta način zagotovili 
inertno atmosfero. Nato smo vsebino prenesli v reaktor, dodali konico žličke Pd/C in 
reaktor dobro zatesnili. Reakcijo smo izvajali v vodikovi atmosferi. Nastavili smo tlak na 
10 bar, mešanje in temperaturo oljne kopeli na 50°C. Reakcija je potekala 2 uri. Po končani 
reakciji smo katalizator (Pd/C) odfiltrirali in uparili topilo s spojino do suhega. Končno 
spojino smo nanesli na TLC in orosili z ninhidrinom, spojina se je zaradi proste aminske 
skupine obarvala. Spojina 7 je bila dovolj čista, da smo z njo nadaljevali v naslednji 
stopnji, spojine 8 pa je bilo za nadaljnje postopke zaradi velikih izgub premalo, zato smo 
sintezo ponovili po drugem postopku.  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 23: Shema katalitskega hidrogeniranja pod tlakom  
7 
5 
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5.5 Pripenjanje akriloil klorida na aminsko skupino piperidina  
 
 
 
Slika 24: Sinteza amida s kislinskim kloridom (povzeto po 28, 29) 
V tem primeru gre za reakcijo N-aciliranja. Kot reaktant za pripenjanje akriloilne skupine 
na piperidinski dušik smo izbrali kislinski klorid, ki je najreaktivnejši derivat karboksilnih 
kislin. Stranski produkt te sinteze je HCl, zato smo v reakcijsko zmes dodali bazo (DIPEA) 
za nevtralizacijo. Baza prav tako preprečuje protonacijo amina, saj v primeru protonacije 
ne bi mogel reagirati kot nukleofil. 
Akriloil klorid smo dodajali v presežku (1,2 ekv.). Zaradi majhnih volumnov smo morali 
uporabili avtomatsko pipeto. Po dodatku smo bučko zaprli z gumijastim zamaškom in 
prebodli z iglo. Akriloil klorid je spojina močnega vonja, je vnetljiva in jedka.  
Izolacija je pri vseh spojinah potekala podobno. Najprej smo vsebine bučk spirali z 10 % 
citronsko kislino, da smo odstranili bazične komponente, nato z NaHCO3, da smo 
odstranili kisle komponente. Na koncu smo vedno spirali še z NaCl in dodali sušilno 
sredstvo Na2SO4. V primeru spojine 9 (končna spojina) in 10 smo izvedli čiščenje s 
kolonsko kromatografijo, medtem ko smo pri ostalih spojinah dobili zadovoljivo čistost in 
nadaljnje čiščenje ni bilo potrebno.  
5.6 Reduktivno aminiranje  
Za sintezo sekundarnih aminov med primarnim aminom in aldehidom smo uporabili 
reakcijo reduktivnega aminiranja. Ta vključuje pretvorbo amina v imin in kasnejšo 
redukcijo imina. Kot reducent smo uporabili NaBH(OAc)3 - natrijev acetoksiborohidrat 
(1,3-1,6 ekv.). V reakcijsko zmes smo dodali tudi bazo DIPEA (2 ekv.). Najprej amin 
napade karbonilni ogljik aldehida, pri tem izstopi voda in nastane Schiffova baza. Nato z 
redukcijo iz imina nastane amin. Pri reakciji smo morali vzpostaviti tudi argonovo 
atmosfero, tako da smo bučko večkrat prepihali z argonom in zatesnili (na vrhu smo pustili 
balonček z Ar za morebitno uhajanje plinov, ki nastanejo med reakcijo). Argon je težji od 
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zraka, zato je bila v bučki ves čas inertna atmosfera. Kot topilo smo uporabljali 
diklorometan in kloroform, reakcija je v obeh uspešno potekla. 
Reducent je bil ustrezen, dobili smo štiri končne spojine, ki smo jih potrdili z NMR. 
Sekundarni amini so se z ninhidrinom na TLC barvali. 
 
Slika 25: Mehanizem reduktivnega aminiranja (prirejeno po 30, 31) 
Pri izolaciji z ekstrakcijo smo morali biti pozorni na to, da nismo spirali s kislo fazo, ker bi 
protonirala aminsko skupino in naša spojina bi šla v vodno fazo. Zato smo spirali z 
bazičnima 1M NaOH, NaHCO3 in na koncu še z vodo in NaCl. Organsko fazo smo sušili z 
Na2SO4 in uparili pod znižanim tlakom do suhega. Ker so vse štiri spojine končne, smo 
izvedli tudi čiščenje s kolonsko kromatografijo. Pri spojini 24 smo morali narediti suh 
nanos. 
5.7 Poskus sinteze preko imina 
 
 
148 mg spojine 4 (0,408 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 10 mL brezvodnega etanola. Dodali 
smo 4-morfolino-4-il-benzaldehid (1 ekv.) in 0,5mL Et3N. Reakcija poteka pri refluksu 
(vrelišče etanola = 78°C) 4 ure. Nato smo produkt čistili z ekstrakcijo. Najprej smo dodali 
20 mL CH2Cl2, nato smo ekstrahirali z razredčeno 3 % citronsko kislino (30 mL). 
Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in organsko topilo uparili pod znižanim tlakom do 
4 28 
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suhega. Nato smo izvedli še čiščenje s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo kot 
mobilno fazo uporabili EtOAc. Čiščenje ni bilo uspešno, saj je na koloni spojina 
hidrolizirala. Predvidevamo, da je do tega prišlo zaradi kislega silikagela, ker so imini 
občutljivi na kisle pogoje. Če bi reakcija uspela, bi v naslednjih korakih razmišljali še o 
redukciji imina v amin, in nato odstranjevanje Cbz zaščite.  
 
 
 
Slika 26: Mehanizem hidrolize imina do aldehida in amina (32) 
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5.8 Rezultati biokemijskega ovrednotenja spojin 
Sintetizirane spojine so bile ovrednotene na Fakulteti za farmacijo, na Katedri za 
farmacevtsko biokemijo. Testirali so RA (rezidualna aktivnost) pri 100 µM. Določili so 
tudi IC50 vrednosti in selektivnost. 
RA nam pove, kolikšna je izguba aktivnosti encima zaradi prisotnosti zaviralca. RA 0% 
pomeni popolno zaviranje encima, encim je torej povsem neaktiven in spojina  je aktivna. 
Nasprotno RA 100% pomeni, da do zaviranja encima ni prišlo, encim je aktiven, spojina 
ne. Dve izmed 9 spojin sta se izkazali za učinkoviti – spojini 14 in 15. Obe sta aminska 
derivata. Žal delujeta neselektivno, poleg β5i podenote zavirata tudi druge podenote 
imunoproteasoma. 
Oznaka Struktura 
RA pri 100 µM 
(%) 
IC50 (µM) 
9 
 
80 ± 9 / 
14 
 
7 ± 4 
IC50 (β5i) = 9.6 ± 0.8 µM 
IC50 (β5) = 6.1 ± 0.3 µM 
IC50 (β1i) = 8.4 ± 1.2 µM 
IC50 (β1) = 3.5 ± 0.8 µM 
neaktivno na β2i in β2 
 
IC50 (β5i, brez predinkubacije) 
= 10.7 ± 2.9 µM 
IC50 (β5, brez predinkubacije) = 
6.6 ± 3.9 µM 
15 
 
26 ± 25 
IC50 (β5i) = 5.6 ± 0.8 µM 
IC50 (β5) = 2.6 ± 0.4 µM 
IC50 (β1i) = 2.6 ± 1.1 µM 
IC50 (β1) = 1.1 ± 1.3 µM 
neaktivno na β2i in β2 
16 
 
102 ± 16 / 
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Oznaka Struktura 
RA pri 100 µM 
(%) 
IC50 (µM) 
21 
 
103 ± 17 / 
22 
 
99 ± 9 / 
23 
 
87 ± 24 / 
24 
 
57 ± 18 / 
27 
 
91 ± 6 / 
 
Tabela IV: Rezultati končnega testiranja spojin s prikazanima RA in IC50 
  
53 
6 SKLEP 
Cilj magistrske naloge je bil pripraviti čim več spojin, ki bi selektivno zavirale 
imunoproteasom na β5i podenoti. S pripenjanjem različnih funkcionalnih skupin in 
spremembo njihovih položajev smo sintetizirali spojine z zaviralnim delovanjem, ki so 
strukturno sorodne že pripravljenim molekulam. Večino produktov smo pripravili po 
tristopenjski poti. Kljub težavam s topnostjo in izgubami pri izolacijah vmesnih produktov, 
smo dosegli zadovoljive izkoristke. 
Sintetizirali smo 9 končnih spojin, 5 amidnih in 4 aminske derivate. Po biokemijskem 
ovrednotenju sta bili 2 spojini učinkoviti, obe sta aminska derivata. Poleg β5i podenote 
zavirata tudi druge podenote imunoproteasoma, kar bi ob aplikaciji, glede na že 
uveljavljene učinkovine, vodilo v številne neželene učinke. Z nadaljnjimi poskusi in 
sintezami bi lahko ugotovili, kateri fragment bi bilo potrebno spremeniti za doseganje višje 
selektivnosti.  
Tekom izdelave magistrske naloge smo tudi potrdili na začetku postavljeno hipotezo – z 
zamenjavo mesta vezave obeh substituentov na amino(metil)piperidinsko ogrodje smo 
obdržali ali celo izboljšali jakost in selektivnost (manj) delovanja naših spojin na β5i-
podenoto imunoproteasoma. Vsekakor so nadaljnje raziskave, sinteze in optimizacije že 
obstoječih zaviralcev zelo zaželene, saj bi lahko bistveno pripomogle k razumevanju 
vpletenosti imunoproteasoma v vsa zgoraj omenjena bolezenska stanja. 
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